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INTRODUCTION 
 
L’analyse qualitative des protéines urinaires est une étape essentiele en néphrologie, car ele 
permet  une  détection   précoce  des  néphropathies tant chez l’homme  que chez l’animal [21, 
28,  36].  Par aileurs, la  détermination  de la  nature  des  protéines  urinaires  par  migration 
électrophorétique sur  gel  polyacrylamide sodium sulfate  dodecyl (SDS-PAGE)  ou sur  gel 
d’agarose sodium sulfate  dodécyl (SDS-AGE) chez le chien aiderait à  préciser la structure 
rénale lésée [5, 37, 42] avec une bonne sensibilité. La migration SDS-AGE est préférée à la 
SDS-PAGE  du fait  d’une capacité supérieure à séparer les  protéines  de  haute  masse 
moléculaire et  d’une  moindre toxicité [42].  La technique  SDS-AGE a été  préalablement 
validée chez le chien [42] et ses propriétés analytiques (sensibilité et spécificité pour identifier 
des chiens  protéinuriques selon la classification IRIS (International  Renal Interest  Society) 
[19] ont également été récemment décrites [14]. 
Une étude récemment dirigée par les unités de Biologie Médicale Animale et Comparée et de 
Médecine Interne  de l’Ecole  Nationale  Vétérinaire  de  Toulouse a  mis en évidence  des 
modifications des profils électrophorétiques des protéines urinaires (SDS-AGE) de chiens, à 
même  de  perturber l’interprétation  de cet examen, lorsqu’il était réalisé sur  des  urines 
conservées à -20°C [39]. Ces modifications ont été constatées dès la première réalisation des 
électrophorèses sur urines congelées à -20°C, c’est-à-dire après 15 jours de conservation. Ces 
résultats peuvent avoir des conséquences importantes sur les schémas expérimentaux de toute 
étude prospective qui utiliserait la méthode SDS-AGE pour caractériser les protéines urinaires 
du chien et  pourait remetre en  question la  validité  des résultats  de certaines études 
rétrospectives. Il est  donc important  de  pouvoir  vérifier si ces  dernières sont  objectivables 
lorsque la  durée  de conservation à -20°C est inférieure à  15 jours et  d’explorer certaines 
hypothèses concernant l’origine de ces modifications. 
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I. Le rein et l’excrétion des protéines 
 
A. Anatomie descriptive rénale 
 
Les reins sont des organes pairs situés dans la partie rétropéritonéale de l’abdomen. Ils sont 
appliqués contre la paroi dorsale de la cavité abdominale, en région lombaire crâniale [10]. 
 
1. Macrostructure 
 
Le rein est constitué  d’une capsule fibreuse,  d’un sinus,  d’un tissu  parenchymateux,  d’un 
réseau vasculaire et d’un pédicule rénal. 
 
a. Capsule fibreuse  
 
La capsule fibreuse, mince et blanchâtre, entoure complètement le rein et pénètre par le hile 
pour s’étaler  dans le sinus rénal.  Ele est facilement  détachable  du  parenchyme sous-jacent 
chez un chien sain [2, 25]. 
 
b. Sinus rénal  
 
Le sinus rénal est  une cavité  profonde et alongée  dans le  grand axe rénal. Il comprend le 
bassinet  ou cavité  pyélique et les  principaux  vaisseaux et  nerfs  de l’organe.  De  multiples 
orifices permetent à l’urine d’être déversée dans le bassinet [2, 25]. 
 
c. Parenchyme rénal  
 
Le  parenchyme rénal  présente  deux zones  de structures  diférentes  bien  visibles en coupe 
sagitale, à savoir : le cortex  périphérique  brun foncé  occupant  un tiers  de la  hauteur et la 
médula rénale blanc rosée. 
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Figure 1 : dessin schématique de l'organisation anatomique rénale [A. PITMANN (2015). 
Néphropathie familiale. European familial nephropathy fund. ] 
 
Le cortex contient de multiples structures coniques dont la pointe s’oriente vers la surface de 
l’organe, les rayons  médulaires  ou  parties radiées.  Chacune  de ces structures est entourée 
d’une substance corticale, riche en corpuscules rénaux et tubes contournés, le labyrinthe 
cortical ou partie contournée. La zone dans laquele se développent ces structures constitue le 
cortex profond. Cete disposition disparaît près de la capsule, au niveau du cortex superficiel. 
 
La  médula est scindée en  une région externe,  voisine  du cortex, et  une région interne. Le 
parenchyme cortical s’engage dans la médula et forme des travées jusqu’au sinus rénal. Ces 
colonnes isolent  des  massifs  de  médula appelé  pyramides rénales (pyramides  de  Malpighi) 
qui constituent la médula externe. Les sommets des pyramides forment un relief arondi dans 
le sinus rénal, les  papiles rénales.  Eles forment la  médula interne et sont coifées  par  un 
diverticule  du  bassinet appelé calice rénal [31].  Les  bases  des  pyramides  de  Malpighi 
marquent la limite cortico-médulaire. L’association d’une pyramide rénale et du tissu cortical 
corespondant forme le lobe rénal [2]. 
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Chez les carnivores domestiques, les lobes rénaux sont entièrement confondus. Les colonnes 
rénales  n’existent  plus  ou sont très fines.  Les  pyramides sont fusionnées en  une couche 
médulaire continue. 
 
2. Microstructure 
 
a. Le néphron  
 
i. Corpuscule rénal 
 
La partie initiale du néphron est constituée par le corpuscule rénal (Figure 2). Ce corpuscule 
est une sphère présentant un pôle urinaire où s’insère le tube contourné proximal et un pôle 
vasculaire où pénètre l’artériole aférente et d’où émerge l’artériole eférente. Il est constitué 
de deux parties, le glomérule qui est la partie vasculaire et la capsule de Bowman qui est la 
partie épithéliale. 
 
Le  glomérule rénal est formé  d’une artériole aférente  qui forme  quelques anses capilaires 
(les flocules), colectées ensuite  par l’artériole eférente.  Ce système  vasculaire est soutenu 
par un tissu conjonctif aussi appelé mésangium car riche en celules mésangiales à l’origine 
de la synthèse d’un grand nombre de molécule (enzymes, hormones et 21 cytokines, lipides 
bioactifs, radicaux oxygénés). 
 
La capsule  glomérulaire (capsule  de  Bowman), est constituée  d’une couche  de celules 
épithéliales, les  podocytes, reposant sur  une lame  basale  qui  va former  deux feuilets.  Le 
feuilet interne longe les capilaires  partageant sa lame  basale avec ces  derniers.  Le feuilet 
externe est en continuité avec le tube contourné proximal. L’espace constitué entre les deux 
feuilets délimite la chambre glomérulaire où s’accumule l’ultrafiltrat primitif [10, 31]. 
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Figure 2 : dessin schématique de la structure du corpuscule rénal [31] 
 
Il existe donc une contiguïté entre l’endothélium vasculaire, la lame basale et les podocytes. 
Cet ensemble constitue la  membrane filtrante  dont le fonctionnement sera  détailé  plus  bas 
(cf. partie I. B.). 
 
i. Tubule rénal 
 
La  partie  distale  du  néphron corespond au tubule rénal.  Trois  parties sont  distinctes : le 
tubule proximal qui succède au corpuscule rénal, le tubule grêle et le tubule distal qui se jete 
dans les canaux colecteurs. Les tubules proximaux et distaux sont dotés d’un tubule droit et 
d’un tubule contourné.  L’anse  de  Henlé corespond à la  partie composée  du tubule  droit 
proximal (branche  descendante large  de l’anse),  du tubule  grêle et  du tubule  droit  distal 
(branche ascendante large  de l’anse).  L’anse  de  Henlé  dessine  une  boucle  plus  ou  moins 
profonde dans la médula. Ce trajet définie deux types de néphrons : 
- Les néphrons à anse courte (néphrons courts) : ils représentent 80 à 90% de la totalité des 
néphrons. Ils ont une faible capacité de réabsorption. 
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- Les néphrons à anse longue (néphrons longs) : ils représentent 10 à 20% de la totalité. 
Ils ont une capacité de filtration et de résorption importante. Ils participent à la constitution du 
gradient osmotique cortico-médulaire [6, 31]. 
 
 
Figure 3 : dessin schématique de la microstructure rénale [A. PITMANN (2015). 
Néphropathie familiale. European familial nephropathy fund.] 
 
b.  Les tubes colecteurs 
 
Les tubes colecteurs reçoivent l’urine des néphrons et la conduisent au bassinet. Chaque tube 
draine  plusieurs tubes contournés  distaux et  descend  dans la  médula  où  plusieurs tubes 
fusionnent pour donner les conduits papilaires qui s’ouvrent dans le bassinet au sommet de la 
papile [10, 31]. 
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B. Gestion rénale des protéines 
 
1. Filtration glomérulaire 
 
La filtration est  un  phénomène  passif  qui résulte  de la  diférence  de  pression  hydrostatique 
entre les capilaires  glomérulaires et la capsule  de  Bowman.  Au sein  des capilaires 
glomérulaires la  pression  hydrostatique est élevée car ele est transmise  par l’artère 
glomérulaire. Ele dépend de la pression artériele systémique, des facteurs locaux tenant à la 
vasomotricité des artères glomérulaires aférente et eférente et de la contractilité des celules 
mésangiales.  Le  glomérule,  de  par sa structure  détailée ci-dessous (cf.  partie I.B.1.a),  va 
constituer une membrane filtrante. 
 
a. Structure de la membrane filtrante 
 
La membrane de filtration glomérulaire possède 3 couches, ce qui lui confère des propriétés 
de perméabilité sélective. 
 
 
Figure 4 : dessin schématique de la structure de la membrane filtrante [18] 
Légende: 
GFR (Glomerular 
filtration rate) :  débit 
de filtration 
glomérulaire 
[Alb] : concentration 
en albumine 
GBM (Glomerular 
basement  membrane) : 
membrane  basale 
glomérulaire 
ESL (Endothelial cel 
surface layer) : celules 
endothéliales 
Qp (plasma flow rate) 
: taux de filtration du 
plasma 
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L’endothélium  vasculaire est constitué  des celules endothéliales et  d’un revêtement 
glycoprotidique.  Les capilaires  du  glomérule rénal sont  de type fenestré et  possèdent  des 
pores  d’environ  60  nm  de  diamètre, ce  qui est  bien trop  grand  pour intervenir  dans la 
perméabilité sélective des protéines (le diamètre de l’albumine étant 3.6 nm). A la surface de 
l’endothélium, se trouve une couche de glycoprotéines chargée négativement d’une épaisseur 
d’environ 0.5 µm. 
La membrane basale est un réseau de colagène de type 4, de la laminine et des glycoprotéines 
chargées  négativement sur  une épaisseur  de  240-370  nm (beaucoup  plus épaisse  que la 
membrane basale d’autres endothéliums avec une épaisseur moyenne de 40-80 nm). 
Les  podocytes sont  de larges celules  présentant  de  multiples longs  prolongements 
cytoplasmiques espacés de fentes de filtrations dont la structure est semblable à des pores de 
rayon compris entre 35-50 A° (Angstrom). Ils participent aussi à la sélectivité de taile. A leur 
surface,  une couche  de  glycoprotéines chargées  négativement,  participant à la sélectivité  de 
charge, permet un maintien de la structure [18]. 
 
b. Filtration  glomérulaire selon la taile  des  molécules 
plasmatiques  
 
La  membrane filtrante  possède  2 types  de  pores  visibles en  microscopie électronique.  Les 
fenestrations  de l’endothélium  vasculaire et les fentes  de filtration  podocytaire. La 
microscopie électronique a démontré que la lame basale qui sépare l’endothélium capilaire de 
l’épithélium urinaire possède également des pores de taile netement inférieure aux espaces 
décrits précédemment. Ces pores ont été évalués à un diamètre de 20 à 40 A°.  
 
Par conséquent, les molécules protéiques de masse moléculaire supérieure à 70 kDa, appelées 
protéines  de  haute  masse  moléculaire (HMM), restent  dans le compartiment sanguin [31]. 
Seules les  protéines  de faible  masse  moléculaire (LMM)  passent librement le filtre 
glomérulaire. 
Une étude a cependant montré que deux protéines de masse moléculaire équivalente ne sont 
pas filtrées de la même manière en fonction de leur conformation. En efet, la bikunine qui a 
la même masse moléculaire que l’albumine passe 80 fois plus vite la membrane filtrante. Cela 
serait dû à sa conformation alongée [18].  
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c. Filtration  glomérulaire selon la charge ionique  des 
molécules plasmatiques  
 
La couche endothéliale et la  membrane  des  podocytes sont constituées  de  glycoprotéines 
chargées  négativement favorisant le  passage  des  molécules  neutres et  des cations.  Les 
protéines circulantes sont chargées négativement, par conséquent, eles sont repoussées vers la 
lumière vasculaire. Ces phénomènes électrostatiques sont considérés comme plus importants 
que les phénomènes purement mécaniques dans la filtration glomérulaire [31]. 
 
 
 
Figure 5 : dessin schématique de la structure de la membrane filtrante metant en évidence 
ses diférentes propriétés de filtration [18] 
Légende : VEGFR1 : récepteur à l’intégrine de type1, VEGFR2 : récepteur à l’intégrine de 
type 2, ESF : couche de la surface endothéliale, GBM : membrane basale glomérulaire, 
 
En résumé,  3  propriétés  des  protéines sont importantes  pour leur  passage à travers la 
membrane filtrante : la charge, la masse moléculaire et la conformation [18]. 
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2. Gestion tubulaire 
 
a. Réabsorption tubulaire 
 
Après fixation spécifique au niveau de la bordure en brosse des celules tubulaires proximales, 
les  protéines  présentes  dans la lumière tubulaire sont absorbées  par  un  mécanisme actif 
d’endocytose.  Ces  protéines se retrouvent  dans les lysosomes  où eles sont  dégradées en 
acides aminés, utilisés in situ ou reconduits dans la circulation sanguine. 
 
b. Sécrétion tubulaire 
 
Les  protéines  plasmatiques, filtrées  par le  glomérule  ne représentent  que  20 à  40  %  des 
protéines  urinaires  physiologiques.  Diférentes  protéines sont  donc sécrétées  par les  voies 
urinaires comme la  mucoprotéine  de  Tamm-Horsfal (uromoduline),  de  masse  moléculaire 
élevée, sécrétée par le tube distal et les tubes colecteurs, des immunoglobulines sécrétées par 
les tubes et l’épithélium rénaux ou des glycoprotéines de poids moléculaire inférieur à 30 kDa 
d’origine rénal et/ou urinaire. 
 
3. Composition physiologique des urines 
 
Le système urinaire est destiné à éliminer les déchets organiques sous forme liquide. L’urine 
est initialement  un  ultrafiltrat  du  plasma. Il est ensuite  «  vidé  »  de  diférentes  molécules 
nécessaires à l’homéostasie comme les  protéines  qui sont réabsorbées.  L’urine  primitive est 
ensuite  « chargée  » avec  des ions.  C’est cete  urine  définitive,  d’osmolarité élevée (3 
000mOsm/L),  qui est éliminée  par le  bas appareil  urinaire.  L’urine éliminée  de l’organisme 
contient  donc  des substances  organiques et inorganiques solubles en  nombre et en  quantité 
variables retirées du sang par les reins pour maintenir l’homéostasie. 
Les urines contiennent des protéines LMM (faible masse moléculaire) comme les produits du 
catabolisme celulaire,  une faible concentration  d’albumine et  des  protéines  HMM (haute 
masse  moléculaire) sécrétées  par les tubules rénaux comme les  mucoprotéines et les 
immunoglobulines. Il  va  donc être important  de  définir et caractériser  une  protéinurie 
pathologique. 
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II. Protéinurie 
 
A. Définition 
 
La  protéinurie se  définit comme la  présence  de  protéines  dans les  urines.  Ele  peut être 
physiologique (cf.  partie I.B.3.) lorsqu’ele est transitoire et/ou inférieure à  un certain seuil. 
Ele est considérée comme pathologique lorsqu’ele est persistante et supérieur à ce seuil. 
Une  protéinurie est considérée comme  physiologique lorsqu’ele est  quantitativement 
inférieure à un seuil qui varie selon les auteurs et les méthodes de dosages utilisés : 0.640 g/L 
à  0.950  g/L [3]  ou encore  20  mg/kg/j [15].  Cete  variabilité  du seuil  de  décision résulte 
notamment des techniques de dosages et de la variabilité intra-individuele. 
Ele peut aussi se caractériser par une élimination de protéines qualitativement anormales. Par 
exemple, la protéinurie de Bence Jones se définit par la présence de ces petites protéines (22 
000 à  44  000  D)  qui  portent le  nom  du  médecin anglais (Henry  Bence Jones)  qui les a 
découvertes.  Ces  protéines sont  des chaines légères  d’immunoglobulines et  peuvent être 
observées dans les urines de patients soufrant de myélome multiple. 
 
B. Etiophysiopathologie 
 
1. Physiopathologie  
 
Trois  mécanismes  principaux  peuvent expliquer  une augmentation  pathologique  de 
l’excrétion protéique urinaire : l’augmentation de la filtration glomérulaire, la diminution de 
la réabsorption tubulaire, et une élévation de la sécrétion par l’ensemble du tractus urinaire. 
Ces trois mécanismes peuvent s’associer. 
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2. Etiologies des protéinuries pathologiques du chien 
 
Un consensus  nord-américain  de l’ACVIM (American colege  of  veterinary internal 
medecine) [24] classe les protéinuries en trois catégories : pré-rénales, rénales et post-rénales. 
 
a. Protéinuries pré-rénales  
 
La  protéinurie  pré-rénale fait référence à  une  protéinurie résultant  d’une anomalie  d’un 
appareil autre que l’appareil génito-urinaire. On parle d’une protéinurie de surcharge qui peut 
être  d’origine tubulaire lorsque la capacité  de réabsorption est  dépassée  ou  d’origine 
glomérulaire par hyperprotidémie. 
 
Cete  dernière fut initialement  découverte en induisant expérimentalement  de fortes 
concentrations  de  protéines  plasmatiques chez le chien en les administrant  par  voie 
parentérale.  Lorsque la concentration sérique  protéique augmente et  devient supérieur à  90 
g/L, la  morphologie  glomérulaire est altérée, et  de  grandes  quantités  d’albumine et  d’autres 
protéines  de  haute  masse  moléculaire sont excrétées  dans les  urines.  Cete  protéinurie est 
réversible lors de rétablissement de la protidémie dans les valeurs usueles [32]. 
 
La nature de ces protéines urinaires varie selon le processus pathologique mis en cause. Ainsi, 
on  détecte  des  protéines  de  Bence Jones lors  de  myélome  multiple,  du lysozyme lors  de 
leucémie lymphoplasmocytaire,  de  protéines  de l’inflammation lors  des  grands syndromes 
inflammatoires (septicémie, abcès  multiples, etc…),  de l’hémoglobine lors  d’hémolyse 
intravasculaire, ou encore de la myoglobine lors de rhabdomyolyse [15]. 
 
b. Protéinuries rénales  
 
Les protéinuries rénales sont le plus généralement persistantes. Eles peuvent être classées en 
quatre catégories selon la  nature  du trouble sous-jacent : fonctionneles,  glomérulaires, 
tubulaires ou liées à une inflammation du parenchyme rénal. 
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i.  Fonctionneles 
 
Les protéinuries dites fonctionneles seraient en partie dues à une augmentation de la pression 
de filtration dans le glomérule [32]. 
 
Parmi les causes  possibles  des  protéinuries fonctionneles,  on trouve  des  protéinuries 
pathologiques (persistantes) comme la congestion  passive chronique  du rein lors 
d’insufisance cardiaque congestive droite, de thrombose de la veine rénale et de péricardites 
constrictives.  La sténose  de l’artère rénale, en activant le système rénine-angiotensine, et le 
phéochromocytome, par l’action des catécholamines, sont aussi susceptibles de provoquer des 
désordres hémodynamiques de nature à engendrer des protéinuries fonctionneles [32]. 
Une  protéinurie fonctionnele  physiologique (non  persistante)  peut être  due à la 
vasoconstriction rénale lors  de stress,  de fièvre,  d’exercice intense  ou  d’exposition à  des 
températures extrêmes. 
 
i. Glomérulaires 
 
La classification des lésions glomérulaires chez le chien est définie par le dernier consensus 
du World smal animal veterinary association renal pathology initiative (WSAVARI) [7]. Ele 
s’appuie sur  des critères  histologiques  obtenus suite à  une analyse  des coupes  de  biopsies 
rénales  par  microscopie  optique,  microscopie électronique à transmission et 
immunofluorescence.  Ces critères  ont  permis  de répartir les afections  glomérulaires en  3 
groupes  principaux : la  glomérulosclérose segmentaire focale, l’amyloïdose rénale et les 
glomérulonéphrites à médiation immune. 
 
La glomérulosclérose segmentaire focale est la maladie glomérulaire la plus fréquente chez le 
chien. Ele se caractérise par une ateinte des podocytes qui se fragmentent et se détachent de 
la membrane basale. Une hypertrophie et un remaniement des podocytes restants permetent 
de combler et  protéger la  membrane  basale.  Ele  peut être  primaire  ou secondaire à toute 
MRC (maladie rénale chronique), aux  glomérulonéphrites à  médiation immune et à  une 
hypertension. 
 
30	  
	  
L’amyloïdose rénale est la seconde maladie glomérulaire chez le chien. Les lésions observées 
sont  dues à  un  dépôt  de substance amyloïde réactive.  Eles s’observent lors  de  diabète  ou 
d’hypothyroïdisme [35], lors  de syndromes inflammatoires chroniques (abcès,  ostéomyélite, 
pyomètre, lupus érythémateux systémique,  pyélonéphrite, etc…)  ou encore  de  processus 
néoplasique (myélome  multiple, lymphome). Il existe aussi  des cas  d’amyloïdose familiale 
sans cause identifiée [35]. 
 
Les  glomérulonéphrites à  médiation immune sont  dues au  dépôt  d’immuns complexes à 
diférents niveau de la structure du glomérule. Les origines possibles de cete catégorie sont 
variées.  Des causes infectieuses sont impliquées comme l’endocardite, la  brucelose, la 
dirofilariose, l’ehrlichiose, la leishmaniose, le  pyomètre, la  boréliose  ou toute infection 
bactérienne chronique (gingivite,  pyodermite).  Des afections  non infectieuses sont aussi 
impliquées comme des afections inflammatoires (pancréatite, prostatite, …), des maladies à 
médiation immune (Lupus érythémateux systémique), … 
Il existe deux sous-catégories de glomérulonéphrites à médiation immune : 
- la  glomérulonéphrite  membranoproliférative caractérisée  par le  dépôt sous-
endothéliale d’immuns complexes et une hypercelularité de l’endothélium 
- la  glomérulonéphropathie  membraneuse caractérisée  par le  dépôt sous-épithélial 
d’immuns complexes et un remodelage de la membrane basale. 
 
Les lésions glomérulaires provoquent fréquemment des protéinuries supérieures à 50 mg/kg/j 
et des rapports créatinine urinaire sur protéines urinaires supérieurs à 3 [17]. 
 
ii. Tubulaires 
 
Les protéinuries tubulaires, moins fréquentes que les protéinuries glomérulaires, s’expliquent 
par  un  défaut  de réabsorption  des  protéines filtrées,  ou  bien  par la libération excessive  de 
protéines dans la lumière tubulaire. Ces lésions ou dysfonctions tubulaires sont présentes lors 
d’intoxications (métaux lourds, éthylène  glycol, antifongiques tels  que l’amphotericine  B, 
antibiotiques tels  que les aminosides, les tétracyclines),  de cystinurie et  de lysinurie,  de 
calcinose hypercalcémique, de tubulite infectieuse (leptospirose, cytomégalovirose) ou encore 
lors d’acidose rénale tubulaire. Lors de protéinurie glomérulaire persistante, les mécanismes 
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de réabsorption tubulaire sont insufisants et  du fait  des  phénomènes  de compétition,  une 
protéinurie tubulaire peut se développer. 
 
L’analyse  qualitative  des  protéines  urinaires excrétées  permet  une certaine localisation  des 
lésions. Ainsi, il a été montré que, chez le chien comme chez l’homme, la protéine de liaison 
au rétinol (Retinol  Binding  Protein,  RBP) et la  protéine  de  Tamm  Horsfal  pouvaient être 
utilisées respectivement comme marqueurs de lésions ou dysfonctions tubulaires proximales 
ou distales. En efet, la RBP est normalement totalement réabsorbée par le tubule contourné 
proximal : sa présence dans les urines révèle une dysfonction de cete structure. La protéine 
de Tamm Horsfal est synthétisée uniquement par les celules tubulaires de la portion distale 
du néphron et sa sécrétion est donc diminuée lors d’ateinte du tubule contourné distal [12]. 
 
iv. Inflammation du parenchyme rénal 
 
Le parenchyme rénal peut être le siège d’une inflammation provoquant une protéinurie lors de 
tumeur rénale, de traumatisme ou de pyélonéphrite [15]. 
 
c. Protéinuries post-rénales  
 
La protéinurie post-glomérulaire provient de la partie du tractus génito-urinaire située après le 
parenchyme rénal et est, le plus généralement, non persistante. 
Parmi les causes des protéinuries post-rénales on trouve les urolithiases, les inflammations du 
tractus  urogénital (pyomètre,  prostatite, cystite  bactérienne  ou  médicamenteuse avec les 
cyclophosphamides), les traumatismes et les néoplasies (carcinome transitionnel de la vessie). 
Ces protéinuries sont généralement associées à un sédiment urinaire anormal pouvant refléter 
la cause spécifique [15, 17]. 
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C. Intérêts de la caractérisation de la protéinurie rénale 
persistante 
 
Depuis longtemps chez le chien, la  mise en évidence et la caractérisation  de la  protéinurie 
sont considérées comme des étapes clés des démarches diagnostique et thérapeutique lors de 
maladie rénale [16]. 
 
La  précocité  du  diagnostic  d’une  protéinurie rénale  persistante est  un facteur  pronostique 
important de l’évolution de la maladie rénale. En efet, lorsque l’excrétion protéique urinaire 
est importante lors du diagnostic de l’insufisance rénale chronique, les risques de développer 
des crises urémiques, ainsi que le taux de mortalité sont plus élevés [20]. 
 
C’est aussi un marqueur plus précoce que d’autres variables (diminution de la densité urinaire 
ou augmentation  de la créatinine)  dans le  diagnostic  des  maladies rénales surtout lors  de 
glomérulopathies familiales. 
 
Le dépistage et la caractérisation  de la  protéinurie s’avèrent  donc indispensables lors  de 
l’établissement du diagnostic, du pronostic et lors du choix du traitement à metre en place. Le 
vétérinaire  doit  donc  disposer  d’outils eficaces  pour la  détection  de cete anomalie,  mais 
aussi connaître leurs limites afin d’interpréter corectement les résultats obtenus. 
 
D. Méthodes  de  détection  d’une  protéinurie 
pathologique 
 
Parmi les  méthodes  de  détection  de la  protéinurie, certaines  permetent  une semi-
quantification ou quantification comme la bandelete urinaire, le RPCU (rapport protéine sur 
créatinine  urinaires)  ou l’excrétion  de  protéines sur  24h et  d’autres  permetent  une 
qualification comme l’électrophorèse des protéines urinaires unidimensionnele (cf. II.) ou la 
biopsie rénale. Seul le RPCU, considéré comme le gold standard pour la quantification de la 
protéinurie en  médecine  vétérinaire, sera  détailé  dans cete  partie compte tenu  de l’étude 
expérimentale de cete thèse. Il a été établi dans la plupart des études qu’une mesure du RPCU 
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à  partir  d’un spécimen  prélevé au  hasard sur la journée est  bien corélée à la  production 
protéique urinaire journalière chez le chien [40]. En efet, on estime que l’élimination de la 
créatinine  par le rein est à  peu  près constante en raison  de la stabilité  de sa concentration 
plasmatique. 
L’IRIS [24] a défini des valeurs seuil considérant qu’un chien est : 
o Non protéinurique si la valeur de son RPCU est strictement inférieure à 0,2. 
o Douteux pour toute valeur de RPCU comprise entre 0,2 et 0,5. 
o Protéinurique si la valeur de son RPCU est supérieure ou égale à 0,5. 
Ces recommandations ne sont valables que pour une protéinurie rénale persistante et non pour 
une valeur de protéinurie isolée. 
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III. Electrophorèse unidimensionnele  des  protéines 
urinaires 
 
A. Intérêts  de la  qualification  d’une  protéinurie 
pathologique  par électrophorèse  unidimensionnele 
des protéines urinaires 
	  
1. Intérêt pratique  
 
L’électrophorèse  unidimensionnele  des  protéines  urinaires  permet  une  qualification  des 
protéines urinaires à faible cout et immédiate (durée totale d’une électrophorèse d’environ 2-
3h). C’est une méthode disponible et ne nécessitant pas un manipulateur expérimenté. 
 
2. Intérêt diagnostique 
 
Diférentes études  vétérinaires récentes [5,  42] incluant respectivement  49 et  70 chiens 
ateints  de  diverses afections rénales,  ont  démontré  une  bonne corélation entre les  profils 
électrophorétiques  des  protéines  urinaires et la  présence  de lésions à l’examen 
histopathologique par biopsies rénales (gold standard pour la qualification d’une protéinurie). 
Eles  ont  mis en évidence  que la sensibilité  de l’électrophorèse  des  protéines  urinaires  pour 
prédire la présence de lésions glomérulaires est de 100% et 97%, tandis que sa spécificité est 
de 40% et 60%. De même, eles ont montré que la sensibilité de l’électrophorèse des protéines 
urinaires pour prédire les lésions tubulaires était de 82% et 93%, tandis que sa spécificité était 
de 50 et 63% respectivement, et selon l’étude. 
Néanmoins, ces études  ont considéré  que la  présence  d’une  bande isolée corespondant à 
l’albumine sur les profils électrophorétiques de chiens protéinuriques (RPCU>0.5) devait être 
secondaire à  une lésion  glomérulaire.  Or, cete  bande isolée  peut être retrouvée chez les 
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chiens  non  protéinuriques avec  une intensité  plus faible,  mais aussi  dans le cas  de lésion 
glomérulaire ou tubulaire débutante. 
En résumé, l’électrophorèse  des  protéines  urinaires semble avoir  des  performances 
satisfaisantes tout en étant  moins invasive  que la  biopsie rénale.  Ele  ofre ainsi  une 
alternative pour le dépistage de lésion glomérulaire ou tubulaire. 
 
3. Intérêt thérapeutique 
 
Les recommandations internationales [38]  préconisent actuelement  de traiter les chiens 
présentant une protéinurie glomérulaire dès lors que le RPCU est supérieur à 0.5 quele que 
soit la  valeur  de la créatininémie. Il est  donc important  de  diagnostiquer  précocement les 
chiens  protéinuriques  présentant  des lésions  glomérulaires.  L’électrophorèse  des  protéines 
urinaires ayant  des  performances satisfaisantes, le recours à cete technique  peut se révéler 
intéressant lorsque la  biopsie rénale  ne  peut être réalisée afin  de conforter l’origine 
glomérulaire d’une protéinurie. 
 
B. Définition et technique de mesure 
 
1. Définition 
 
L’électrophorèse est  une technique  permetant la  migration et la séparation  des  particules 
chargées en solution sous l’influence d’un champ électrique en fonction de la charge et pour 
des charges identiques, en fonction  de leur  masse  moléculaire.  Lors  de l’étude, seule 
l’électrophorèse unidimensionnele des protéines urinaires sera détailée. 
 
 
 
 
 
 
 
37	  
	  
2. Techniques de mesure  
 
a. Bases physico-chimiques 
 
i. Ionisation des protéines 
 
Les  protéines sont  des  molécules amphotères  qui  possèdent  des fonctions acides (avec les 
groupements carboxyles) et des fonctions basiques (avec des groupements amines). Selon le 
pH (potentiel  hydrogène)  du  milieu, eles se comportent comme  un anion (charge  globale 
négative) ou comme un cation (charge globale positive). 
Il existe un pH isoélectrique (pHi) pour chaque protéine qui corespond au pH pour lequel la 
molécule  possède autant  de charges  positives  que  négatives.  Trois cas  de figues sont  donc 
envisageables en fonction du pH de la solution : 
o pH< pHi : la protéine se comporte comme un cation 
o pH=pHi : la charge globale de la protéine est nule 
o pH > pHi : la protéine se comporte comme un anion 
Le  pHi  des  protéines se situe entre  2.7 et  7.3.  Les solutions tampons  utilisées sont 
généralement alcalines (pH entre  7.6 et  9.8).  Donc, les  protéines se comportent comme  des 
anions et le sens de migration se fait de la cathode vers l’anode lors de l’électrophorèse. 
 
i. Migration élécrophorétique 
 
La  migration électrophorétique,  qui corespond à la  distance  parcourue lors  de 
l’électrophorèse  par  une  protéine, est fonction  du champ électrique appliqué (intensité et 
durée d’action qui sont des variables constantes) et de la mobilité électrophorétique (µ) de la 
protéine. 
La  mobilité électrophorétique corespond à la  vitesse  de  déplacement  de la  protéine sous 
l’efet d’un champ électrique unitaire. Ele est définie par : 
µ = q / 6rR 
q : charge électrique de la protéine 
r : viscosité du milieu 
R : rayon de la particule 
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Donc, la  migration électrophorétique  va  dépendre  de la charge éléctrique  de la  protéine (q) 
ainsi que de son rayon (R), la viscosité du milieu étant constante. 
 
b. Protocole général 
 
L’éléctrophorèse  des  protéines  urinaires suit  un schéma  général  quelque soit la technique 
utilisée.  Suite au  prélèvement  des  urines,  une centrifugation est réalisée  pour l’aliquotage. 
Ensuite, les urines subissent une migration puis une révélation grâce à des colorants intenses 
comme par exemple le violet acide, qui possèdent un seuil de détection de 15 mg de protéine 
/bande, soit par révélation spécifique permetant la mise en évidence des dépôts de protéines 
obtenus.  Enfin, les  profils éléctrophorétiques sont lus  directement et/ou  par spectrométrie 
permetant ainsi une appréciation qualitative et semi-quantitative. 
 
c. Méthode 
 
La  migration électrophorétique est fonction  uniquement  de la  masse  moléculaire  des 
protéines, ele est donc linéaire ou unidimensionnele. Pour ce faire, deux composantes sont 
utiles. 
Les conditions  dénaturantes  par interaction avec le solvant, le  dodécyl sulfate  de sodium 
(SDS) sont la première composante. Il est un détergent fort qui fait perdre aux protéines leur 
structure native tridimensionnele en se fixant par des interactions hydrophobes (une molécule 
de  SDS  pour  deux acides aminés). Des miceles chargées  négativement  d’une taile 
proportionnele à la masse moléculaire de la protéine d’origine se forment ainsi. 
 
 
Figure 6 : schéma de la dénaturation des protéines par le SDS [N.OSWALD (2008). How 
SDS-PAGE works. Protein analysis, detection and assay.] 
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Les gels réticulés, ayant des pores calibrés, ajoutent un efet de tamisage moléculaire à celui 
de la  migration électrophorétique. Ils freinent les  molécules  d’autant  plus  que leur  masse 
moléculaire est élevée. Il existe diférents types de gels : 
o SDS-PAGE qui utilise un gel polyacrylamide constitué de longues chaînes formées de 
monomères acrylamide unis par des pontages. La viscosité du milieu, sa densité et son 
élasticité sont fonction de la dimension des mailes du réseau et sont donc inversement 
proportionnelles au  nombre  de  pontages.  Le  gel est  donc formé  d’un  gradient  de 
polyacrylamide aux mailes de plus en plus serées. 
Ce gel est peu utilisé en pratique car la séparation des diférentes protéines n’est pas 
très fine et le gel a des efets toxiques potentiels [42]. 
o SDS-AGE  qui  utilise  un  gel  d’agarose formé  de longues chaines  où alternent  deux 
monomères (βD  galactose et  3-6 anhydro-αL-galactose).  Ces chaines sont  unies  par 
des  ponts  hydrogène.  La concentration en  monomères augmente en continu  dans 
l’étalement en couche mince et engendre un gradient de porosité. 
Les gels réticulés  possèdent  donc  des  pores calibrés  qui créent  un  gradient  de  porosité, 
freinant ainsi les miceles d’autant plus qu’eles sont de haut poids moléculaire. 
 
C. Interprétation  des  profils électrophorétiques 
unidimensionnels 
 
1. Principe de l’interprétation 
 
L’interprétation est fondée sur la présence ou l’absence de bande qui représente une quantité 
de protéines d’une masse moléculaire donnée. 
Pour calibrer les masses moléculaires et permetre les comparaisons, un mélange de quelques 
protéines  de  masses  moléculaires connues, aussi appelé  marqueur  moléculaire, est soumis 
dans les mêmes conditions, à la migration. Le marqueur moléculaire regroupe le lysozyme de 
14.3 kDa (kilo Dalton), la tri-phosphate isomérase de 26.6 kDa, l’albumine bovine de 66kDa 
et l’immunoglobine  G  humaine  de  150  kDa. Il  permet  d’avoir  une échele  de  masse 
moléculaire connue  dont sa comparaison avec les  profils  de  migration  permet  d’estimer les 
masses moléculaires des protéines contenues dans les urines testées. 
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Une interprétation qualitative pour l’évaluation de la taile des diférentes protéines présentes 
dans les  urines est  possible,  permetant éventuelement  de  préciser la  possible  origine 
glomérulaire et/ou tubulaire de la protéinurie. 
 
Pour rappel, une ateinte glomérulaire engendre une augmentation de l’excrétion urinaire de 
protéines  de  masse  moléculaire supérieure  ou égale à la  masse  moléculaire  de l’albumine 
(68kDa), aussi appelées les  protéines HMM.  Sur les  profils électrophorétiques,  une ateinte 
glomérulaire se traduit  donc  par  une  ou  plusieurs  bandes au  niveau  ou en  dessous  de 
l’albumine.  De la  même façon,  une ateinte tubulaire engendre  une augmentation  de 
l’excrétion urinaire des protéines LMM (masse moléculaire inférieure à 68kDa) qui se traduit 
par  une  ou  plusieurs  bandes au-dessus  de l’albumine sur les  profils électrophorétiques. 
Lorsque l’ateinte est glomérulaire et tubulaire, ele se traduit par un profil électrophorétique 
mixte avec  des  bandes  de  protéines  HMM et  LMM (Figure  7).  Un  profil électrophorétique 
n’ayant qu’une bande d’albumine ou aucune bande est considéré comme physiologique.  
 
 
Figure 7 : SDS-AGE du spécimen PROCON 20 de l'étude présentant l'interprétation possible 
d’un profil électrophorétique 
 
Lysozyme (14.3 kDa) 
Tri-phosphate isomérase (26.6 kDa) 
Albumine bovine (66 kDa) 
Immunoglobuline G humaine  
(150 kDa) 
Protéines LMM d’origine tubulaire 
 
Protéines HMM 
d’origine glomérulaire 
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Cete technique  permet aussi  une évaluation semi-quantitative  grâce à l’intensité  de la 
coloration  des  diférentes  bandes  qui est  proportionnele à la  quantité  de  protéines.  Cete 
évaluation peut être visuele ou par spectrométrie mais cete dernière n’est pas recommandée 
et semble peu fiable pour les protéines urinaires. 
 
2. Facteurs de variation pré-analytiques 
 
a. Liés à la technique 
 
i. Méthode de prélèvement 
 
Les  urines  peuvent être récoltées  par cystocentèse,  par  miction spontanée  ou  par sondage 
(cathétérisation de l’urètre). 
 
Le prélèvement par miction spontanée est la seule méthode totalement atraumatique [30] mais 
ele comporte  de  nombreux inconvénients.  Notamment, ele expose le  prélèvement à  une 
contamination  par le  bas appareil  urinaire, l’appareil  génital et la  peau.  On  peut  donc 
potentielement retrouver la  présence  de  débris celulaires  voire  de  bactéries et  de celules 
inflammatoires  dans le spécimen récolté [21].  De  plus, l’urine  n’est  pas  de composition 
homogène tout au long de la miction. 
 
Le  prélèvement  par cathétérisme  de l’urètre  peut être  nécessaire  pour  un  diagnostic  ou  une 
thérapie (syndrome  urinaire félin). Il  présente l’inconvénient  majeur  de  modifier la 
composition  urinaire à cause  de  microtraumatismes induits  par le cathétérisme (d’où la 
présence de sang et de celules à la cytologie urinaire), sans oublier que les lésions causées à 
l’urothélium associées à un non-respect des règles strictes d’asepsie sont une cause fréquente 
d’infections  du tractus  urinaire  bactérienne (20%  de risque chez la femele) [11].  Cete 
technique est la plus chère [31]. 
 
Le prélèvement par cystocentèse permet d’obtenir des urines stériles (à condition de respecter 
les règles d’asepsie). Cependant, Il existe quelques contre-indications à la réalisation de cete 
méthode : lors de distension anormale de la vessie [9], une vessie trop petite ou une chirurgie 
42	  
	  
récente  de la  vessie.  Les  urines  prélevées sont fréquemment contaminées  par  du sang,  d’où 
une hématurie microscopique liée à la méthode de prélèvement [27] qui pourait néanmoins 
induire une augmentation de la quantité de protéines. 
 
Cependant, peu de données sur l’influence du mode de prélèvement des urines sur les profils 
électrophorétiques  n’ont été répertoriées en  médecine  humaine  ou  vétérinaire.  Le choix  du 
mode de prélèvement des urines dans notre protocole n’a donc pas été motivé par l’influence 
possible sur l’électrophorèse mais pour s’afranchir de contamination du prélèvement par des 
celules du bas appareil urinaire. 
 
i. Moment du prélèvement 
 
En médecine humaine, il est décrit que l’excrétion protéique varie de 100 à 500% au cours de 
la journée et  dépend  de  diférents facteurs comme la  prise  de  boisson, le taux  de filtration 
glomérulaire, l’exercice, le repos et le régime alimentaire [34]. 
 
Il semble donc préférable de prélever les urines du matin, ce qui permet de s’afranchir d’une 
dilution occasionnée par une consommation d’eau importante au cours de la journée [27]. 
 
ii. Variation à la préparation des urines 
 
D’après l’EUG (European Urinalysis Guidelines) et une étude récente [23], il est conseilé de 
centrifuger les  urines à faible  vitesse (1000 à  1500g) afin  d’éviter la  présence  de  débris 
celulaires et ainsi  prévenir le  développement  de  bactéries et  une  modification  du  profil 
protéique de l’urine. 
Une autre étude récente [42] préconise la dilution des urines dont la protéinurie est supérieure 
à 2000mg/L avec de l’eau distilée ou du NaCl 0.9%. En efet, la méthode de colorimétrie est 
linéaire jusqu’à ce seuil, au-delà la lecture  du  profil et la  distinction  des  diférentes  bandes 
deviennent dificiles. 
Enfin, il est conseilé  de  mesurer la  densité  urinaire  du spécimen  prélevé car la  proportion 
d’apparition  de  bandes sur  un  profil  de chien sain est significativement (p=  0,0049)  plus 
fréquente avec des urines concentrées qu’avec des urines non concentrées [14]. 
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iv. Stockage et délai d’analyse 
 
L’exposition des urines à la température ambiante sur une durée de 0, 4, 8 et 24h n’afecte pas 
la stabilité  du  profil électrophorétique  des  protéines  urinaires [23].  De  même la  quantité  de 
protéine n’est pas altérée à température ambiante sur 24h. 
Une autre étude a  montré  que l’urine  ne  doit  pas être conservée  plus  de  8h à température 
ambiante  par risque  d’une augmentation  de la contamination  bactérienne et  qu’il est 
préférable de la conserver à 4°C entre son prélèvement et la réalisation de l’électrophorèse. 
Sur une durée plus longue, une récente étude vétérinaire a étudié les modifications des profils 
électrophorétiques SDS-AGE des protéines urinaires conservées à température ambiante, 4°C, 
-20°C et -80°C. A -20°C, à partir de 15 jours, une bande de haut poids moléculaire apparait 
ou est renforcée  dans  65%  des chiens  protéinuriques  mais aussi  dans  60%  des chiens  non 
protéinuriques.  Cependant,  les  profils  obtenus  pour les  urines conservées jusqu’à  5 jours à 
température ambiante et à 4°Cne semblent pas altérés. Enfin, cete étude a montré l’absence 
de modification du profil lors de stockage à -80°C [39]. 
Par aileurs, l’exposition à  2 cycles  de congélation (-80°C)/décongélation (température 
ambiante), n’a pas démontré d’effet notable sur l’interprétation qualitative des profils [23]. 
 
b. Liés à l’animal  
 
i. Le sexe 
 
Diférentes études rapportent que chez le chien, il n’existe pas de diférence significative de la 
concentration en  protéines  urinaires en fonction  du sexe, si le  prélèvement est efectué  par 
sondage  ou cystocentèse.  Par aileurs, l’excrétion  protéique  urinaire est supérieure chez le 
mâle si le prélèvement est efectué par miction [3, 15, 41]. 
 
Une étude  préliminaire récente sur  20 chiens adultes sains (RPCU<0.3)  dont les  urines  ont 
subi  une  SDS  AGE, a  montré  une  diférence  qualitative  du  profil électrophorétique  des 
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protéines  urinaires en fonction  du sexe.  En efet,  une  bande  de faible intensité et  de faible 
masse moléculaire n’est visible que chez les chiens males entiers légèrement en dessous de la 
tri-phosphate isomérase (26.6  kDa) avec  ou sans spermatozoïdes  visibles à l’analyse 
cytologique  du culot  urinaire.  Cete étude suggère  que cete  bande soit  due à  une 
contamination séminale et non à une ateinte tubulaire [33]. 
 
 
Figure 8 : gel électrophorétique de PROCON 13 J5 metant en évidence la bande 
spermatique 
 
i. Protéinurie fonctionnele 
 
De  nombreux facteurs  physiologiques et environnementaux influencent l’excrétion  de 
protéines dans l’urine créant ainsi une protéinurie physiologique transitoire et ne corespond 
pas à  une afection rénale.  Ele  peut avoir lieu lors  d’exercice  physique intense [13],  de 
déshydratation importante, d’hématurie si le volume de sang est supérieur à 10% du volume 
urinaire total [1], de température extérieure élevée ou encore de stress [9]. 
 
Par conséquent, si le prélèvement unique à lieu lors de ce genre de situation, on peut avoir une 
protéinurie interprétée à tort comme  pathologique.  L’évaluation sur  24  heures  permet  de 
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limiter ces ereurs d’interprétation. La protéinurie détectée aura donc moins de chance d’être 
d’origine physiologique. 
Bien  qu’aucune  donnée actuele  ne soit  disponible,  on  pourait supposer  qu’une  protéinurie 
fonctionnele puisse perturber l’interprétation d’un profil électrophorétique. 
 
3. Facteurs de variation analytiques 
 
Parmi les facteurs de variations analytiques non spécifiques de l’électrophorèse des protéines 
urinaires SDS-AGE, on retrouve classiquement la température ambiante du laboratoire, ainsi 
que les instruments, le lot  de réactif et le  manipulateur.  En efet, ce  dernier  paramètre est 
important puisque la préparation des gels inclus la manipulation de petits volumes (5µL).  
 
Certains facteurs de variations analytiques plus spécifiques sont à prendre en compte. Lors de 
la réalisation  des électrophorèses il est important  de sélectionner le  mode  de  migration 
spécifique aux protéines urinaires. En efet, si la vitesse de migration est trop élevée, il y aura 
une  mauvaise séparation  des  protéines et inversement, si la  vitesse  de  migration est trop 
faible, les protéines ont tendance à difuser latéralement sur le gel. 
 
La coloration est aussi très importante pour la lecture des profils. La préparation d’un colorant 
permet de réaliser dix gels par SDS-AGE et au fil des électrophorèses, la coloration devient 
moins intense. Ceci peut diminuer la sensibilité de l’électrophorèse puisque certaines bandes 
de faible intensité seront moins visibles ou ne seront pas révélées par la coloration. 
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PARTIE II : ETUDE EXPERIMENTALE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. Contexte
 
Cete partie expérimentale permet de préciser les résultats de l’étude de THERON et 
colaborateurs [39] dans laquele une modification du profil électrophorétique suite à une 
conservation des urines à -20°C pendant 15 jours a été mise en évidence. L’apparition ou le 
renforcement d’une bande de haute masse moléculaire (Figure 9) est notée en comparaison 
avec le profil électrophorétique obtenu immédiatement après le prélèvement. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Résultats de l’étude THERON et colaborateurs [39] 
 
En pratique vétérinaire, les électrophorèses des protéines urinaires sont souvent réalisées dans 
un second temps, suite au diagnostic d’une protéinurie rénale persistante, afin de préciser la 
localisation de la lésion, adapter le traitement et permetre de réaliser un suivi adapté. Les 
urines peuvent donc être conservées pour une durée variable à -20°C ou à 4°C avant la 
réalisation de cete électrophorèse, le temps de déterminer le RPCU. 
    J0            J15       Marqueur moléculaire 
    -20°C   -80°C 
 
 
 
 
Modification 
du profil à -
20°C  par  
rapport à J0 
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Par aileurs, en cas d’étude rétrospective et pour prévoir le protocole d’une étude prospective, 
il est important de maitriser les facteurs de variations pré analytiques. 
 
Cete étude expérimentale a  pour  but  de  préciser les  modifications  du  profil lors  d’une 
conservation des urines à -20°C en abordant diférents points : 
- la  durée  minimale  de conservation  des  urines à -20°C après laquele  on  peut  voir 
apparaitre ces modifications 
- l’influence de la nature du tube dans l’apparition des modifications. 
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II. Etude préliminaire observationnele 
 
A. Objectifs 
 
L’étude préliminaire observationnele a pour objectif d’évaluer : 
- l’efet d’une durée courte de stockage des urines à -20°C sur l’interprétation de SDS-
AGE  urinaire  de chiens  protéinuriques en comparant  des  profils  obtenus après 
conservation des urines à -20°C à J5 et J15 par rapport au profil obtenu à J0. 
- l’influence  de la  nature  du tube choisi  pour la conservation  des  urines sur 
l’interprétation  de  SDS-AGE  urinaire  de chiens  protéinuriques en comparant  des 
profils  obtenus après conservation  des  urines à -20°C à J5 et J15  par rapport à J0. 
Cete étude se fait en  2 temps avec la comparaison  de  profils électrophorétiques 
obtenus sur  urines conservées  dans  des tubes  Eppendorf classiques® et  des tubes 
Nunc  Cryotubes®  puis la comparaison  des  profils  obtenus à  partir  de spécimens 
conservés  dans  des tubes  Eppendorf classiques® et des tubes  Eppendorf  Protein 
Lobind®. 
 
 
B. Matériel et méthode 
 
1. Spécimens urinaires 
 
a. Critères d’inclusion 
 
Les animaux sont inclus  uniquement après complète information  du  propriétaire et la 
signature du « Formulaire de consentement éclairé » (Annexe 1). 
Tout chien  présenté en consultation à l’ENVT (Ecole  nationale  vétérinaire  de  Toulouse) 
nécessitant  pour raison  médicale (investigation  d’une  maladie rénale  ou avec  potentiele 
implication rénale) la réalisation  d’une analyse  d’urine complète et l’évaluation  du  RPCU 
peut être inclus dans l’étude. 
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Chaque animal inclus dans l'étude a une fiche d'accompagnement de prélèvement (sur laquele 
est inscrit le nom du propriétaire, son nom d’usage, son numéro d'identification ENVT et son 
numéro d’identification pour l'étude) et une fiche d'analyse (sur laquele n’est mentionnée que 
son numéro d'étude) visibles en annexes 2, 3 et 4. 
Dans le cadre  de la  phase  1 comparant les tubes  Eppendorf classiques® et les  Nunc 
Cryotubes®, les chiens sont identifiés de la façon suivante ; « de CONG 1 à CONG X ». Pour 
préserver l'anonymat, seul l’identification de l'étude est présente sur les résultats d'analyses. 
Dans le cadre de la phase 2 comparant les Eppendorf classiques ® et les Eppendorf Protein 
Lobind ®, les chiens sont identifiés de la façon suivante ; « de EP PROCON1 à EP PROCON 
X ».  Pour  préserver l'anonymat, seul l’identification  de l'étude est  présente sur les résultats 
d'analyses. 
 
b. Critères d’exclusion 
 
Aucun critère  d’exclusion initiale  n’est établi.  Plusieurs critères  d’exclusion au laboratoire 
sont définis : 
- présence d’un sédiment urinaire inflammatoire (nombre de celules inflammatoires par 
champ > 5) 
- présence d’une bactériurie 
- présence d’une protéinurie quantitative à l’inclusion < 500 mg/L 
- présence d’un RPCU initial < 0,2 
- présence d’un RPCU initial compris entre 0.2 et 0.5 associé à une protéinurie < 800 
mg/L. 
 
2. Etapes pré-analytiques 
 
a. Prélèvements urinaires 
 
Le prélèvement urinaire est efectué par cystocentèse échoguidée par Le Dr V. Fabres ou L. 
Quignon, étudiante en 5ème année, sous la supervision d’un Dr vétérinaire, au sein de l’ENVT. 
En efet, bien que le RPCU ne soit que minimalement afecté par le mode de récupération en 
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cas  d’absence  de inflammation [4], le  prélèvement  par cystocentèse  permet  de s’afranchir 
d’une contamination par le bas appareil urinaire et l’appareil génital. 
Pour chaque chien, un volume total de 6 mL minimum d’urine est colecté. 
 
b. Etapes préliminaires 
 
i. Bandelete urinaire 
 
Une analyse chimique  urinaire est réalisée  pour chaque animal, au  moyen  d’une  bandelete 
urinaire (Urine Reagent Strip for urinalysis URS-10, Teco Diagnostics, Anaheim CA, USA) 
dont les résultats sont reportés dans la fiche analytique (Annexes 3 et 4) de chaque individu. 
 
i. Densité urinaire (DU) 
 
Une goute d’urine est déposée sur la zone de lecture du réfractomètre optique Atago T2-NE 
(Atago  Co.  Ltd.,  Tokyo, Japan) avant la centrifugation afin  de  permetre la  mesure  de la 
densité urinaire. La valeur obtenue est consignée dans la fiche analytique (Annexes 3 et 4). 
 
c. Conservation des urines 
 
Dans la période immédiate suivant la récupération, les urines sont conservées dans la seringue 
plastique  de  10  mL  puis  portées au  Laboratoire  Central  de l’ENVT accompagnées  du 
consentement éclairé (Annexe 1) et des fiches de prélèvement et d’analyse (Annexes 2, 3 et 
4). Les urines colectées par cystocentèse sont alors transférées dans des tubes à fond conique. 
Ces derniers sont pré-identifiés par le numéro « CONG X » pour l’étude comparant les tubes 
Eppendorf classiques® et les  Nunc  Cryotubes® et  par le  numéro  « EPPROCON  X »  pour 
l’étude comparant les tubes Eppendorf classiques® et les tubes Eppendorf Protein Lobind®. 
Un délai maximal de deux heures est respecté entre colecte et analyse ainsi que recommandé par le 
CLSI (Clinical and laboratory standrards institute) [8]. Dans tous les cas, le délai le plus court possible 
est recherché. 
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d. Préparation des urines 
	  
i. Centrifugation 
 
La centrifugation est efectuée après la réalisation des bandeletes urinaires et la mesure de la 
densité  urinaire.  Les tubes à fonds coniques remplis  d’urine sont centrifugés  dans la 
centrifugeuse  ROTOFIX  32A (Andreas  HetichGmbH and  Co.  KG  D-  78532  Tutlingen) à 
1500 tours/min (RCF (relative centrifugal force)=250g)  pendant  5  minutes (rayon  de 
centrifugation  =  10.00 cm ;  13.5  –  3.5 ; référence  des  godets :  1741) selon les 
recommandations du CLSI [8]. Le surnageant est extrait pour préparer les spécimens liquides. 
 
i. Extraction  du surnageant et  préparation  des 
spécimens 
 
L’extraction  du surnageant se fait à l’aide  de  pipete à  usage  unique  « pastete » (Pipete 
pasteur  plastique  pointe fine,  Copan,  Brescia, Italia).  Une  petite  partie  du surnageant est 
conservé pour la réalisation des analyses immédiates (RPCU et SDS-AGE initiaux). 
Le surnageant est réparti  dans  2 tubes  Eppendorf classiques® et  dans  2  Nunc  Cryotubes® 
préalablement identifiés CONG 1 à CONG «X» assortis de la mention 5 ou 15 pour le jour de 
réalisation de l’analyse. 
De la  même  manière, il est réparti  dans  2 tubes  Eppendorf classiques® et  dans  2 tubes 
Eppendorf  protein lobind®  préalablement identifiés  EPPROCON  1 à  EPPROCON  « X ». 
Afin  de constituer  des échantilons témoins,  0.5  mL  d’eau  distilée est réparti  de la  même 
manière  dans  2 tubes  Eppendorf classiques® et  2 tubes  Eppendorf  Protein  Lobind® 
préalablement identifiés  EP  PROCON  T1 à  EP  PROCON  T«X», assortis  de la  mention J0 
dans le cas d’une analyse immédiate et J15 lors d’une conservation à -20°C durant 15 jours. 
 
Une autre  « pastete » est  utilisée après l’extraction  du surnageant  pour la remise en 
suspension  du sédiment  du spécimen  destiné à l’analyse cytologique réalisée  par  une 
alternance  de  pressions-dépressions lentes  de la  pipete  plongée  dans l’urine résiduele. 
L’horaire de répartition du surnageant est reporté sur la feuile analytique et est assimilé à T0. 
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ii. Stockage  des  urines entre colecte et  analyses 
ultérieures 
 
Tous les tubes Eppendorf classiques®, les Nunc Cryotubes® et les tubes Eppendorf Protein 
Lobind® sont  placés  dans  une  boite  de stockage  SARSTEDT identifiée  « ETUDE 
CONGELATION SDS-AGE -20°C » et stockés dans un congélateur dont la température est 
contrôlée et stable à -20°C. 
 
e. Examen cytologique du sédiment 
 
Une  goute (environ  6 µL)  du sédiment remis en suspension est transférée sur  une lame 
(lames à  bords coupés et à  plage  dépolie (Thermo  Scientific  Menzel-Gläser) et recouverte 
d’une lamele (lameles 22 x 22 mm Menzel-Gläser). 
L’examen cytologique est réalisé au  moyen  d’un  microscope  Nikon  Eclipse  E200 avec les 
objectifs corespondants x10, x20, x40. L’intensité lumineuse, la fermeture du diaphragme et 
la descente du condensateur sont réglés à leur maximum. 
 
i. Analyse préliminaire au faible grossissement 
 
Une  première analyse semi-quantitative  du spécimen se fait au faible  grossissement (10x) 
dans le  but  d’apprécier la richesse  du  prélèvement et la  présence éventuele et la 
quantification  des cristaux et  des cylindres.  La surface  de la lamele est  observée  dans son 
intégralité en faisant  varier la  vis  micrométrique afin  d’efectuer  un  premier tri entre les 
éléments d’intérêt (celules, cristaux, cylindres) et les artéfacts de préparation (bules, débris 
de vere, fibres ou poils). 
 
i. Analyse au fort grossissement 
 
Dix champs distincts sont sélectionnés en prenant soin d’éviter leur chevauchement afin de ne 
pas compter plusieurs fois le même élément. 
Sur chacun  des champs, les éléments  d’intérêt sont  dénombrés individuelement et relevés 
dans  une colonne  du tableau (Tableau  1)  qui sert  de  modèle  pour toutes les analyses 
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microscopiques de l’étude. Une moyenne sur les dix champs est efectuée à la fin de l’examen 
et constitue la donnée brute exploitée par la suite. 
La nature des cristaux, cylindre ou bactérie est précisé si nécessaire. 
 
 
ii. Examen cytologique après coloration 
 
En cas  de suspicion  de  bactériurie,  un examen  du sédiment  urinaire  après coloration est 
efectué si nécessaire. 
 
iv. Enregistrement des données brutes 
 
Les données de l’analyse cytologique du sédiment urinaire sont répertoriées dans un tableau 
(Tableau 1). 
 
 
Tableau 1 : analyse cytologique du sédiment urinaire 
	  
Eléments 
comptés 
Champ 1 
Champ 2 
Champ 3 
Champ 4 
Champ 5 
Champ 6 
Champ 7 
Champ 8 
Champ 9 
Champ10 
Moyenne 
par champ 
Cristaux            
Hématie             
Leucocytes            
Cylindres            
Bactérie            
Spermatozo
ïdes           
 
Celules 
épithéliales           
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3. Etapes analytiques immédiates 
 
a. RPCU initial 
 
Le RPCU initial est réalisé à partir des tubes Eppendorf classiques® identifiés CONG X 0 A 
et EP PROCON X 0 A. 
La créatinine  urinaire est  mesurée  par la  méthode  de Jafé (CreatinineMonoréactif liquide 
stable PAE, Kitvia, Labarthe Inard, France) et les protéines urinaires par la méthode au rouge 
pyrogalol (ElitechMicroprotein,  Seppim,  Sées,  France) au  moyen  du  K-Bio  2 (K.Bio  2, 
Kitvia, Labarthe Inard, France). 
Les  valeurs  des  protéines et créatinine  urinaires sont reportées sur la feuile analytique 
(Annexe  3 et  Annexe  4).  Le  RPCU est ensuite calculé et sa  valeur est reportée sur la fiche 
analytique corespondante.  Les impressions  originales  des résultats sont conservées au 
Laboratoire Central dans un dossier dédié. 
 
b. SDS-AGE initiale  
 
Le spécimen initial sur  urines liquides est réalisé à  partir  du tube  Eppendorf classique® 
identifié CONG X 0 TA et représente la SDS-AGE de référence (Tableau 2). 
 
i. Migration électrophorétique et coloration 
 
Les urines dont la concentration en protéines du surnageant est > 1500 mg/L sont diluées au 
1 :1 avec de l’eau distilée, celes dont la concentration est > 2000 mg/L sont diluée au 1 :2. 
80 µL  du surnageant issu  du  prélèvement initial est  mélangé avec  20 µL  de  diluant inclus 
dans le  kit  du fabricant et contenant  du  SDS et  du  bleu  de  bromophénol (Hydragel  5 
proteinuria,  Sebia Italia  SRL,  Bagno a  Ripoli,  Firenze Italy).  L’analyseur électrophorétique 
corespondant (Hydrasys 2, Sebia Italia SRL, Bagno a Ripoli, Firenze Italy) est préparé selon 
les recommandations  du fabricant en  plaçant les éponges  préalablement imbibées  de la 
solution tampon adéquate (pH = 8.5) sur les électrodes. 
Après avoir retiré l’excès  de solution tampon  présente sur le  gel,  5µL  des  urines  diluées 
comme décrit précédemment sont placées dans le puit de migration de la feuile de gel, le gel 
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est  placé  dans la chambre  de  migration et la  procédure  débute ensuite en  utilisant le 
programme spécifique fourni par le fabricant. 
La  migration électrophorétique se  déroule à  puissance constante  de  10W à  20°C  pour 
accumuler 60 volts /h pendant approximativement 15 minutes. 
La feuile  de  gel est ensuite transférée  dans la chambre  de coloration  de l’analyseur et 
automatiquement colorée au moyen d’acide violet, puis rincée, traitée à la glycérine et séchée. 
 
i. Stockage des résultats 
 
La feuile de gel est identifiée par le numéro d’étude, l’annotation J0 pour le jour 0 : CONG 
« X » J0 TA. La date est aussi inscrite sur la feuile. Une photocopie couleur de la feuile est 
réalisée et agrafée à la feuile analytique corespondante. 
Les  originaux  de la feuile  de  gel et  du le film transparent sont conservés  dans  un classeur 
dédié et gardé au Laboratoire Central. 
 
4. Etude analytique 
 
a. Décongélation et homogénéisation des spécimens 
 
Après  décongélation à  TA  pendant approximativement  20  minutes, les tubes  Eppendorf 
classiques®, les  Nunc  Cryotubes® et les  Eppendorf  Protein  Lobind® sont ré-homogénéisés 
au moyen d’un vortex et sont ensuite centrifugés à 45 000 tours par min pendant 5 minutes. 
 
b. Réalisation des RPCU et des SDS-AGE 
 
Les RPCU et les SDS-AGE sont réalisés comme décrits précédemment sur le surnageant des 
spécimens  préalablement  décongelés aux  dates regroupées  dans le  planning  prévisionnel ci-
dessous : 
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Phase de 
l’étude 
Spécimens utilisés Analyses 
J0 Urine initiale 
 
Densité  urinaire,  bandelete  urinaire, 
analyse cytologique  du sédiment 
urinaire 
Eppendorf classique ® EP PROCON X J0 
Eppendorf Protein Lobind ® EP PROCON X J0 
RPCU et SDS-AGE 
J0 + 5 Eppendorf classique® CONG X 5 
Nunc cryoTube® CONG X 5 
RPCU et SDS-AGE 
J0 + 15 Eppendorf classique® CONG X 15 
Nunc cryoTube® CONG X 15 
RPCU et SDS-AGE 
 
Eppendorf classique ® EP PROCON X J15 
Eppendorf Protein Lobind ® EP PROCON X J15 
Tableau 2 : planning prévisionnel de l'étude préliminaire 
	  
C. Résultats 
 
1. Animaux sélectionnés 
 
Huit chiens d’âges diférents (âge médian : 6.75 [1-16] ans), une femele entière, 2 femeles 
stérilisées et 5 mâles entiers, ont été inclus dans l’étude préliminaire après une admission ou 
une  hospitalisation à l’ENVT  pour  diférents  motifs en lien avec  une  protéinurie (myélome 
multiple, leptospirose, leishmaniose,  hypercorticisme et MRC) et  un  RPCU supérieur à  0.5 
(RPCU médian : 2.14 [1.13-8.06] ans) (Annexe 6). 
 
2. Influence de la durée de stockage à -20°C 
 
Seul le chien CONG 1 présente une modification de son profil électrophorétique à J5 et J15 
par rapport à J0.  En efet,  on  note l’apparition  d’une  bande  de  haute  masse  moléculaire 
(légèrement supérieur à l’immunoglobuline  G  de  150  kDa).  Cete  observation  permet  de 
préciser l’étude précédente [39] et de réduire la durée minimale de conservation des urines au 
bout de laquele peut apparaitre une modification du profil à 5 jours au lieu de 15 jours. 
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3. Influence de la nature du tube 
 
Sur les 8 animaux inclus, 5 présentent des modifications de leur profil électrophorétique à J15 
et les  modifications sont identiques  quel  que soit le tube  utilisé (l’Eppendorf classique®, le 
Nunc Cryotube® et l’Eppendorf Protein Lobind®).  
. 
D. Conclusions préliminaires 
 
Les  modifications  du  profil électrophorétique sont  visibles  dès  5 jours  de conservation  des 
urines à -20°C et la nature du tube choisi n’afecte pas ces modifications. 
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III. Etude principale 
 
A. Objectifs 
 
L’étude principale a pour objectif  : 
1- De préciser la  durée limite  de conservation  des  urines à -20°C avant  qu’il  y ait 
apparition  de  modification  du  profil électrophorétique en réalisant  des 
électrophorèses après 1, 2, 5 et 15 jours en comparant au profil obtenu à J0. 
2- D’analyser l’influence  de certains facteurs sur l’apparition  de ces  modifications 
(e.g. la nature du profil, le sexe, l’âge, la protéinurie initiale,…). 
Compte tenu des résultats de l’étude préliminaire, seuls des tubes Eppendorf classiques® ont 
été utilisés pour l’étude principale. 
 
B. Matériel et Méthode 
	  
1. Spécimens urinaires 
 
Les animaux inclus dans l’étude principale répondent aux mêmes critères que ceux de l’étude 
préliminaire (cf. partie I. B. 2 de la partie expérimentale). 
Chaque animal inclus dans l'étude possède une fiche d'accompagnement de prélèvement (sur 
laquele est inscrit le  nom  du  propriétaire, son  nom  d’usage, son  numéro  d'identification 
ENVT et son numéro d’identification pour l'étude) et une fiche d'analyse (sur laquele n’est 
mentionnée que son numéro d'étude) visibles en annexes 2 et 5. Les chiens sont identifiés de 
la façon suivante ;  « de  PROCON  1 à  PROCON  X ».  Pour  préserver l'anonymat, seul 
l’identification de l'étude est présente sur les résultats d'analyses. 
 
2. Etapes pré-analytiques 
 
Les étapes pré-analytiques sont identiques aux phases préliminaires, en efet le prélèvement 
des  urines, la conservation et la  préparation  de celes-ci ainsi  que les étapes analytiques 
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immédiates (Bandelete urinaire, densité urinaire et analyse cytologique du sédiment urinaire, 
RPCU initial et  SDS-AGE initiale) suivent la  même  procédure  que  dans les  phases 
expérimentales précédentes (cf. partie I. B. de la partie expérimentale).  
Seuls la préparation et le stockage des spécimens est diférente. 
	  
a. Préparation des spécimens 
 
Un  volume  de  0.8  mL  de surnageant est réparti  dans  5 tubes  Eppendorf classiques® 
préalablement identifiés PROCON 1 à PROCON «X», assortis de la mention « -20 » car ils 
sont congelés à -20°C et de la mention 0, 1, 2, 5 ou 15 pour le jour d’analyse (e.g. PROCON 
X J1 -20, PROCON X J2 -20, etc). 
 
b. Stockage  des  urines entre colecte et  analyses 
ultérieures 
 
Les 5 tubes Eppendorf classiques® assortis de la mention « -20 » seront placés dans une boite 
de stockage  SARSTEDT identifiée  « ETUDE  PROCON -20°C » et stockés  dans  un 
congélateur dont la température est contrôlée et stable à -20°C. 
Le surnageant ainsi que le sédiment remis en suspension sont immédiatement utilisés comme 
suit. 
 
3. Influence de la durée de conservation des urines à la 
température de -20°C 
 
a. Décongélation et homogénéisation des spécimens  
 
Après  décongélation à température ambiante  pendant approximativement  20  minutes, les 
tubes  Eppendorf classiques®  d’urine sont ré-homogénéisés au  moyen  d’un  vortex et 
centrifugés au  moyen  de la centrifugeuse  StatSpin (Iris  Sample  Processing,  Fumouze 
Diagnostics, Levalois Peret, France). Chaque tube permet de réaliser un RPCU et une SDS-
AGE. 
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b. Réalisation des RPCU et des SDS-AGE 
 
Les  RPCU et les  SDS-AGE sont réalisés comme  décrits  précédemment, avec le surnageant 
des spécimens liquides à température ambiante  ou  préalablement  décongelés aux  dates 
respectant le planning prévisionnel (Tableau 3). 
 
Phase de 
l’étude 
Spécimens utilisés Analyses 
J0 Urine initiale Densité  urinaire,  bandelete  urinaire, analyse 
cytologique  du sédiment  urinaire,  RPCU et 
SDS-AGE 
J0 + 1 Eppendorf classique® PROCON X -20 J1 RPCU et SDS-AGE 
J0 + 2 Eppendorf classique® PROCON X -20 J2 RPCU et SDS-AGE 
J0 + 5 Eppendorf classique® PROCON X -20 J5 RPCU et SDS-AGE 
J0 + 15 Eppendorf classique® PROCON X -20 J15 RPCU et SDS-AGE 
Tableau 3 : planning prévisionnel de l'étude principale 
	  
4. Etude statistique 
 
L’efet des variables démographiques (âge et sexe) sur l’apparition des modifications à J1, J2, 
J5 et J15 a été testé par une régression logistique binaire multivariée. 
L’efet  des  variables analytiques  urinaires (protéinurie initiale, créatininurie initiale,  pH 
urinaire, densité urinaire) a été testé par régression logistique binaire multivariée. 
L’efet  du type  de  profil  électrophorétique initial (mixte,  glomérulaire, tubulaire  ou 
physiologique) a été évalué par régression logistique univariée. 
Le logiciel  SYSTAT  V13 a été  utilisé  pour toutes les analyses statistique,  une  valeur  de  p 
inférieure à 0.05 a été considérée comme significative. 
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C. Résultats de l’étude principale 
 
1. Animaux sélectionnés 
 
Vingt-six chiens sont initialement inclus  dans cete étude.  Six chiens sont exclus  pour 
diférents critères au laboratoire :  une  pyurie à l’examen cytologique  des  urines (nombre  de 
leucocytes par champ > 5) pour un chien, une bactériurie confirmée après examen cytologique 
des urines sur lame colorée pour 2 chiens, un RPCU < 0.2 pour un chien et un RPCU compris 
entre 0.2 et 0.5 associé à une protéinurie < 800 mg/L pour 2 chiens. 
 
Vingt chiens (âge médian : 10 [0.5 – 14.9] ans; 13 femeles dont 7 stérilisées et 6 entières et 7 
mâles  dont  2 castrés et  5 entiers)  ont été inclus  dans l’étude après  une admission  ou  une 
hospitalisation à l’ENVT pour diférents motifs (chimiothérapie pour une tumeur des glandes 
apocrines  des sacs anaux,  5 suivis  de  MRC,  2 suivis  de syndrome  vestibulaire,  4 suivis 
d’hypercorticisme,  une  dilatation  d’estomac,  un suivi  d’hépatopathie,  un  pyomètre,  3 
présentant des signes cliniques d’IRA (amaigrissement, dysorexie et polyurie-polydipsie), un 
pic d’hyperthermie sur une ostéodystrophie hypertrophique et une anémie hémolytique). Leur 
RPCU initial est de 1.65 [0.5-8.55] (Annexe 7). 
 
2. Profils électrophorétique à J0 
	  
Parmi les  20 chiens inclus  dans l’étude,  8/20  ont  un  profil électrophorétique  glomérulaire 
uiquement,  4/20  ont  un  profil tubulaire,  4/20  un  profil  mixte et  4/20  un  profil considéré 
comme physiologique. L’ensemble des résultats est visible en annexe 7 Ces diférents profils 
sont définis dans la partie bibliographique (partie II. C. 1.).	  
	  
3. Modification des profils après conservation à -20 °C 
 
Parmi les  20 chiens inclus,  12/20  ne  présentent  pas  de  modification  du  profil 
électrophorétique urinaire. Huit sur vingt chiens présentent une modification de leur profil et 
sont répartis en diférentes catégories (Voir Annexe 7 pour le détail) : 
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-­‐ 4 chiens sur  20  ont  un  profil  qui se  modifie  dès J1 et  qui reste similaire les jours 
suivants 
-­‐ 2 chiens sur  20  ont  un  profil  qui se  modifie  dès J2 et  qui reste similaire les jours 
suivants 
-­‐ 1 chien sur 20 a un profil qui se modifie dès J5 et qui reste similaire à J15 
-­‐ 1 chien sur 20 a un profil qui se modifie à J15. 
Les modifications observées sont toutes similaires à celes décrites dans l’étude de THERON 
et colaborateurs [39] et consistent en  un renforcement et/ou en l’apparition  de  bandes  de 
haute masse moléculaire (Figure 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Modifications du profil électrophorétique du spécimen PROCON 6 en fonction de 
la durée de conservation à -20°C 
Les  modifications (encadré) sont visibles  dès J1  avec  un renforcement  de la  bande 
correspondant à une protéine de masse moléculaire de 150 KDa et l’apparition d’une bande 
de masse moléculaire > 150 KDa. MM : Marqueurs moléculaires 
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4. Effet  des  différentes  variables sur l’apparition  de 
modification de profil  
	  
Lors  de l’analyse  des résultats  obtenus après régression logistique  multivariée, l’efet  de 
chaque facteur est évalué suite à l’étude de deux critères : 
-­‐ La p-value du modèle statistique 
-­‐ La p-value du paramètre considéré 
	  
a. Effets des paramètres démographiques sur la présence 
d’une modification du profil 
 
Les études  de l’âge et  du sexe  ne  montrent  pas  d’efet sur l’apparition  de  modification  du 
profil après 1, 2 ou 5 jours de conservation des urines à -20°C. Cependant ces modèles ne sont 
pas satisfaisant statistiquement, les  p-values  des  modèles sont supérieures à  0.05 et les 
modèles ne peuvent donc pas être étudiés (Tableau 4). 
 
Délai de conservation des urines 
à -20°C (en jours) 
Modèle (p-
value) 
1 0.389 
2 0.160 
5 0.050 
15 0.016 
 
Tableau 4 : p-value des modèles des études de l’efet de l’âge et du sexe sur la modification 
du profil électrophorétique après 1,2 ou 5 jours de conservation des urines à -20°C 
	  
Le  modèle statistique est  validé  pour les études  de l’âge et  du sexe après  un  délai  de 
conservation  des  urines  de  15 jours (tableau  4).  Un efet  du sexe sur la  présence  d’une 
modification du profil après 15 jours de stockage des urines à -20°C est mis en évidence. Le 
calcul du risque relatif des diférents sexes n’est cependant pas quantifiable du fait du faible 
échantilon. 
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b. Effets  des facteurs  de l’analyse  urinaire sur la 
présence d’une modification du profil 
	  
Les modèles statistiques des études des facteurs de l’analyse urinaire sont validés, les p-values 
modèles étant inférieures à 0.05 (Tableau 5). 
 
Délai de 
conservation 
des urines (en 
jours) 
p-value 
modèle 
Protéinurie Créatininurie DU pH 
1 < 0.001 1 1 1 1 
2 0.001 0.422 0.408 0.556 0.412 
5 0.013 0.046 0.148 0.790 0.424 
15 0.034 0.034 0.123 0.222 0.653 
 
Tableau 5 : p-values des diférents paramètres analytiques pour l'efet sur la présence d'une 
modification du profil électrophorétique après diférents délais de conservation des urines à -
20°C 
 
Il n’y a pas d’efet statistique de la DU, du pH, de la créatininurie et de la protéinurie initiales 
sur la  présence  d’une  modification  du  profil électrophorétique après stockage  des  urines à -
20°C pendant 1 ou 2 jours. 
 
Une influence  de la  protéinurie initiale sur l’apparition  de  modification  du  profil 
électrophorétique suite à  un stockage  des  urines à -20°C  durant  5 et  15 jours est mise en 
évidence (Tableau 5). Plus la protéinurie augmente et plus la probabilité de présence de cete 
modification augmente (Figure 11). 
  
Figure 11 : répartition de la protéinurie en fonction de la présence ou de l'absence de 
modification du profil à J15. 
La ligne rouge représente la valeur médiane 
 
c. Effet du type de profil sur l’apparition de la 
modification 
Parmi les 8 profils électrophorétique glomérulaire initiaux, 6 présentent des modifications à 
diférents jours de conservation à -20°C. Parmi les 4 profils mixtes initiaux, 2 présentent des 
modifications après des durées variables de conservation (Figure 12). Seuls les modèles de 
l’efet du type de profil après un délai de conservation des urines à -20°C de 5 et 15 jours sont 
validés. 
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Délai de conservation des urines à -20°C   
(en jours) 
Modèle (p-value) 
1 0.140 
2 0.05 
5 0.021 
15 0.006 
	  
Tableau 6 : p-value des modèles des études de l’efet du type de profil sur la modification du 
profil électrophorétique après 1,2, 5 ou 15 jours de conservation des urines à -20°C 
 
D’après les résultats présentés  dans la figure  12, le risque  de  présenter  une  modification  de 
profile est  plus importante en cas  de  profil  glomérulaire  ou  mixte après  5  ou  15 jours  de 
stockage des urines à -20°C. Une quantification exacte du risque est dificile compte tenu de 
la taile de l’échantilon. 
 
 
Figure 12 : nombre de chien présentant ou non une modification du profil en fonction du type 
de profil après 15 jours de conservation des urines à -20°C 
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IV. Discussion et limites 
	  
A. Analyse des résultats 
 
Les résultats de cete étude permetent  de  préciser ceux  d’une étude  précédente [39] en 
montrant l’apparition de modification du profil électrophorétique dès 24h de conservation des 
urines à -20°C. Cete température de stockage est donc déconseilée dès lors qu’une analyse 
d’urine par électrophorèse unidimensionnele est souhaitée. 
 
Les résultats  montrent  une influence  de la  protéinurie et  du type  de  profil sur la  présence 
d’une  modification.  Les risques relatifs ne sont  pas  quantifiables  vraisemblablement du fait 
d’un trop faible échantilon.  Cependant, certaines  observations sont intéressantes à  détailer. 
Plus la protéinurie est élevée et plus l’apparition de la modification est probable. Par aileurs, 
les profils glomérulaires et mixtes ont une protéinurie plus élevée que les profils tubulaires ou 
physiologiques. Il semble logique  de retrouver  un efet  du  profil sur l’apparition de 
modification. Ces  premières conclusions  permetent  de supposer  que l’origine des 
modifications provient d’une altération du protéome. 
 
En médecine humaine,  diférentes études  ont  démontré  que l’albumine était très souvent 
dégradée dans les échantilons d’urines conservés à -20°C surtout pour des pH acides [26, 29]. 
De  plus,  une étude récente [22] a confirmé cete conclusion en  observant l’apparition  de 
bandes sur les  profils électrophorétiques  d’urines conservées à -20°C  pendant  1 an et en 
identifiant ces bandes comme des fragments de l’albumine grâce à la spectrométrie de masse. 
Cependant l’analogie avec la médecine vétérinaire semble compromise puisque contrairement 
à la médecine humaine, les bandes apparaissant sur les profils sont d’une masse moléculaire 
largement supérieure à cele de l’albumine et ne peuvent donc pas être des fragments de cete 
protéine.  
 
Parmi les hypothèses envisageables pour expliquer ces modifications, nous pouvons penser à 
un agglomérat protéique et à la présence de protéines du métabolisme bactérien (en admetant 
possibles  une contamination et  une croissance  bactérienne dans  des spécimens congelés). 
Pour cete  dernière  hypothèse, il faudrait  une contamination  durant les  diférentes 
manipulations de l’urine et une croissance bactérienne sufisante, en moins de 24h et à -20°C, 
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pour expliquer les modifications observées. Cete hypothèse semble donc très peu probable. 
Ainsi la constitution d’un agglomérat de protéines semble plus probable.  
 
Les résultats  de l’étude  principale  montrent  une influence  du sexe sur la  présence  d’une 
modification  du  profil électrophorétique. Les risques relatifs  ne sont  pas  quantifiables 
vraisemblablement  du fait  d’un faible échantilon. Sachant  que le  profil est  modifié lors  de 
chien mâle entier avec l’apparition d’une bande spermatique, l’hypothèse d’une influence de 
cete catégorie d’animaux est possible. Cependant cete hypothèse est rendue moins plausible 
du fait que les 2 males entiers de l’étude ne présentent pas de modification de profil. 
 
L’identification de la protéine ou des protéines impliquées n’a pas pu être réalisée au cours de 
notre étude et les possibilités restent nombreuses. Ce travail a surtout permis de préciser les 
premières  observations  de l’étude  précédente [39] ainsi  que le  délai  de stockage à -20°C à 
partir duquel les modifications sont observables. 
	  
B. Limites 
	  
Comme toute étude préliminaire, la principale limite est la taile de l’échantilon empêchant 
ainsi une étude statistique poussée. Ce faible nombre d’individu est notamment dû au cout et à 
l’aspect chronophage des  manipulations  pour  un animal ainsi  qu’aux  nombreux critères 
d’exclusion. Par aileurs, la  variable à expliquer (i.e. la  modification  du  profil) étant 
catégoriele, la taile  de l’échantilon  nécessaire à  une étude statistique  poussée et d’autant 
plus importante. 
 
Par aileurs, la  machine K-Bio  2 (K.Bio  2,  Kitvia,  Labarthe Inard,  France) permetant  de 
déterminer le  RPCU s’est  déréglée au fil  des  manipulations ayant  de ce fait  plusieurs 
conséquences : 
-­‐ L’exclusion à tort  de  diférents individus durant les étapes  pré-analytiques,  par 
exemple  PROCON  7 avec  un  RPCU à  0.2 alors  qu’il était suivi pour MRC avec  un 
RPCU  beaucoup  plus élevé préalablement,  mais aussi  durant les étapes  post-
analytiques,  par exemple  PROCON  23 avec  un  RPCU  diférents  pour chaque 
échantilon durant les manipulations. 
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-­‐ Une consommation  de temps et  d’argent  pour la réédition des  RPCU et la 
multiplication des calibrations suite aux ereurs analytiques.  
 
Enfin, l’interprétation  des  profils électrophorétiques et la  distinction entre  une  bande 
physiologique et  pathologique est subjective et  dépend essentielement  de l’intensité de la 
coloration. Or, lors des manipulations, le colorant est utilisé pour dix électrophorèses et son 
intensité diminue au cours du temps, ce qui peut fausser l’interprétation (Figure 13). Enfin, les 
volumes sont très faibles lors de la préparation de l’échantilon et donc les imprécisions sont 
plus importantes, ce qui influe là encore l’intensité de la coloration et donc l’interprétation des 
résultats. Cependant, pour limiter les inexactitudes et pour avoir des résultats les plus objectifs 
possibles, seule la  plus expérimentée des intervenants,  Dr  R.  LAVOUE, a interprété les 
profils.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : comparaison de l'intensité d'une coloration entre deux profils d'un même animal 
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CONCLUSION 
 
La qualification des protéines urinaires par électrophorèse a un intérêt dans la détection d’une 
ateinte  précoce rénale et  dans la caractérisation  des structures lésées. Il  donc important  de 
caractériser les facteurs  de  variations  pré-analytiques pouvant afecter les  performances 
diagnostiques de cet examen. Cete étude a permis de montrer que des modifications du profil 
électrophorétique  dès  24h après  une conservation  des  urines à -20°C étaient  visibles.  Cete 
température  de conservation  n’est  donc  pas recommandée  pour stocker  des spécimens 
urinaires  pour lesquels  une électrophorèse  unidimensionnele  des  protéines  urinaires serait 
souhaitée. Les résultats présentés dans cete étude pouraient par aileurs remetre en cause les 
performances  diagnostiques  de l’électrophorèse sur  gel  d’agarose  des  protéines  urinaires 
préalablement rapportées dans diférentes études. 
En pratique quotidienne vétérinaire, les possibilités de conservation des urines sont cependant 
restreintes (température ambiante,  4°C et – 20°C).  Sur  base  des résultats  de cete étude, la 
réalisation  d’électrophorèse sur  gel  d’agarose  des  protéines  urinaires sur spécimen 
fraichement  prélevé est  donc conseilée.  D’autres  méthodes  de conservation  des  urines 
pouraient cependant être envisagées afin d’ofrir des alternatives au vétérinaire praticien. En 
effet une étude récente  propose  de conserver les  urines sur  papier  buvard à température 
ambiante et de les remetre en suspension au moment de l’analyse. Cete technique a montré 
de très  bons résultats  pour la  détermination  du RPCU et est actuelement en cours  de 
validation pour la réalisation d’électrophorèse des protéines urinaires sur gel d’agarose. 
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ANNEXE 1 : Consentement éclairé  
	  
 
Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée1 
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques2 
ENVT,	  23	  Chemin	  des	  Capeles,	  BP	  87614	  
31076	  Toulouse	  Cedex	  3,	  France	  
1	  (	  :	  +33	  561	  193	  831;	  	  mail	  c.trumel@envt.fr	  
2	  (	  :	  +33	  561	  192	  319	  :	  mail	  r.lavoue@envt.fr	  
 
CONSENTEMENT 
ECLAIRE 
 
Etude visant à préciser l’influence du tube et de la durée de conservation dans la modification du profil 
électrophorétique des protéines urinaires identifiée sur urines conservées à -20°C par électrophorèse sur gel 
d’agarose sodium sulfate dodécyl (SDS-AGE) chez le chien protéinurique 
	  
Étude	  efectuée	  au	  sein	  de	  l’E.N.V.T.	  entre	  Février	  2014	  et	  avril	  2015	  
	  
Les	   objectifs	   de	   cette	   étude	   d’évaluer	   l’influence	   1)	   de	   la	   nature	   du	   tube	   choisi	   pour	   conserver	   les	  
urines	   à	  -­‐20°C,	   2)	   d’une	   durée	   courte	   de	   stockage	   des	   urines	   à	  -­‐20°C	   et	   3)	   d’une	   conservation	   des	  
urines	  sur	  papier	  absorbant	  sur	  l’interprétation	  de	  SDS-­‐AGE	  urinaire	  de	  chiens	  protéinuriques.	  
	  
Les	  prélèvements	  urinaires	  utilisés	  pour	  cette	  étude	  ne	  sont	  réalisés	  que	  dans	  un	  contexte	  médical	  
encadré	   et	   ont	   un	   intérêt	   immédiat	   dans	   l’évaluation	   de	   l’état	   de	   santé	   du	   chien.	  Aucun	   efet	  
secondaire	  néfaste	  n’est	  à	  craindre.	  
	  
Je,	  soussigné(e)	  ………………………,	  
Propriétaire	  du	  (des)	  chien(s)	  :	  	  ………………………………………………………………………………………………………	  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….
.…	  
N°	  d’identification	  (éventuelement)	  ……………………………………………………………………………………………….	  
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
………	  
Atteste	  avoir	  lu	  les	  paragraphes	  précédents,	  avoir	  été	  clairement	  informé	  du	  caractère	  facultatif	  de	  
cette	  étude	  et	  avoir	  conscience	  de	  ma	  totale	  liberté	  de	  refuser	  que	  mon	  chien	  y	  participe.	  Et	  
accepte	  que	  mon	  (mes)	  chien(s)	  soi(en)t	  inclus	  dans	  l’étude.	  
À	  ……………………………………………	  	   	   	   	   	  	  	  le	  
………………………………………………….	  
	  
Signature:	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ANNEXE 2 : Feuile d’accompagnement 
	  
 
Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée1 
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques2 
ENVT,	  23	  Chemin	  des	  Capeles,	  BP	  87614	  
31076	  Toulouse	  Cedex	  3,	  France	  
1	  (	  :	  +33	  561	  193	  831;	  	  mail	  c.trumel@envt.fr	  
2	  (	  :	  +33	  561	  192	  319	  :	  mail	  r.lavoue@envt.fr	  
 
FICHE DE 
RENSEIGNEMENT 
 
Etude visant à préciser l’influence du tube et de la durée de conservation dans la modification du profil 
électrophorétique des protéines urinaires identifiée sur urines conservées à -20°C par électrophorèse sur gel 
d’agarose sodium sulfate dodécyl (SDS-AGE) chez le chien protéinurique 
	  
Date	  et	  heure	  de	  prélèvement	  des	  urines:	  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
…….	  
Numéro	  d’Identification	  pour	  l’Etude	  :	  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
…….	  
Coordonnées	  du	  Propriétaire	  :	  
Nom :…………………………………………………………………………………………….
… 
Adresse :…………………………………………………………………………………………
…….……………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
Signalement	  de	  l’animal	  :	  
Nom complet:……………………………………………………………………………………
…. 
N° de dossier ENVT 
:………………………………………………………………………………. 
Date de naissance :……………………………  Sexe :………   Stérilisé : £ Oui  £ Non 
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Questions	  Préliminaires	  :	  
1. Motif de consultation à l’ENVT 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………… 
 
2. Motif de réalisation de l’analyse d’urine 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
………… 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
………… 
 
3. Antécédents connus de protéinurie ? 
£ Oui      £ Non 
Si  oui, a-t-on  des  précisions sur la  méthode  de  mise en évidence  préalable  de la 
protéinurie : 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………… 
4. Hypothèses diagnostiques 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………
……………………………… 
5. Commentaires : 
…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………	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ANNEXE 3 : Feuile analytique étude préliminaire phase 1 
	  
 
Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée1 
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques2 
ENVT,	  23	  Chemin	  des	  Capeles,	  BP	  87614	  
31076	  Toulouse	  Cedex	  3,	  France	  
1	  (	  :	  +33	  561	  193	  831;	  	  mail	  c.trumel@envt.fr	  
2	  (	  :	  +33	  561	  192	  319	  :	  mail	  r.lavoue@envt.fr	  
 
FICHE 
ANALYTIQUE 
 
Etude visant à préciser l’influence du tube et de la durée de conservation dans la modification du profil 
électrophorétique des protéines urinaires identifiée sur urines conservées à -20°C par électrophorèse sur gel 
d’agarose sodium sulfate dodécyl (SDS-AGE) chez le chien protéinurique 
	  
Numéro	  d’Identification	  pour	  l’Etude	  :	  
…………………………………………………………………………………………………
…… 
Informations	  relatives	  au	  prélèvement	  :	  
1. Volume total d’urine disponible :..………………………………………………… 
2. Date et Heure de prélèvement des urines :…………………………………………… 
3. Heure de dépôt des urines au laboratoire : ……………………………….…………. 
4. Intervale < 2 heures respecté? 
£ Oui      £ Non 
Echantilonnage	  des	  urines	  :	  
1. Heure de 
centrifugation :……………………………………………………………………… 
2. Heure de rangement à -20°C :……….………………………........................ 
………………………………………………………………………………………………
…. 
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3. Remarques / dificultés :	  
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………	  
Analyses	  immédiates	  :	  
1. Densité urinaire : ……………………………………………………………………… 
2. Bandelete urinaire : 
pH	  :	   	   	   	   	   Densité	  :	   	   	   	   RPCU	  :	  
Leucocytes	   	  	   Sang	   	  	  
Nitrites	   	  	   Cétones	   	  	  
Urobilinogène	   	  	   Bilirubine	   	  	  
Proteins	   	  	   Glucose	   	  	  
	  	  
3. Analyse du sédiment : 
Eléments	  
comptés	   Champ	  1	   Champ	  2	   Champ	  3	   Champ	  4	   Champ	  5	   Champ	  6	   Champ	  7	   Champ	  8	   Champ	  9	   Champ10	  
Cristaux	  (x100)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Hématie	  (x400)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Leucocytes	  
(x400)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Cylindres	  (x100)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Bactérie	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Spermatozoïdes	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Debris	  
celulaires	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
 
Conclusions analyse cytologique / Commentaires : 
………………………………………………………………………………………………………… 
85	  
	  
………………………………………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………………
… 
 
RPCU initial : 
Protéinurie (mg/L) :………………………………   
Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
4. SDS-AGE initiale 
Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
5. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
 
Analyses	  à	  J0	  +	  5	  jours	  :	  
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
2. SDS-AGE J5 Eppendorf classique® : Photocopies couleurs 
3. SDS-AGE J5 Nunc Cryotube® : Photocopies couleurs 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
Analyses	  à	  J0	  +	  15	  jours	  :	  
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
2. SDS-AGE J15 Eppendorf classique® : Photocopies couleurs 
3. SDS-AGE J15 Nunc Cryotube® : Photocopies couleurs 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
  
 
RPCU : 
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ANNEXE 4 : Feuile analytique étude préliminaire phase 2 
	  
 
Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée1 
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques2 
ENVT,	  23	  Chemin	  des	  Capeles,	  BP	  87614	  
31076	  Toulouse	  Cedex	  3,	  France	  
1	  (	  :	  +33	  561	  193	  831;	  	  mail	  c.trumel@envt.fr	  
2	  (	  :	  +33	  561	  192	  319	  :	  mail	  r.lavoue@envt.fr	  
 
FICHE 
ANALYTIQUE 
 
Etude visant à préciser l’influence du tube et de la durée de conservation dans la modification du profil 
électrophorétique des protéines urinaires identifiée sur urines conservées à -20°C par électrophorèse sur gel 
d’agarose sodium sulfate dodécyl (SDS-AGE) chez le chien protéinurique 
	  
Numéro	  d’Identification	  pour	  l’Etude	  :	  
…………………………………………………………………………………………………
…… 
Informations	  relatives	  au	  prélèvement	  :	  
1. Volume total d’urine 
disponible :..………………………………………………………… 
2. Date et  Heure  de  prélèvement  des 
urines :………………………………………………… 
3. Heure  de  dépôt  des  urines au laboratoire : 
……………………………….……………… 
4. Intervale < 2 heures respecté? 
£ Oui      £ Non 
Echantilonnage	  des	  urines	  :	  
1. Heure de 
centrifugation :……………………………………………………………………… 
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2. Heure de rangement à -20°C 
:……….……………………….......................... 
3. Remarques / dificultés :	  
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………	  
Analyses	  immédiates	  :	  
1. Densité urinaire : ………………………………………………………… ………… 
2. Bandelete urinaire : 
pH	  :	   	   	   	   	   Densité	  :	   	   	   	   RPCU	  :	  
Leucocytes	   	  	   Sang	   	  	  
Nitrites	   	  	   Cétones	   	  	  
Urobilinogène	   	  	   Bilirubine	   	  	  
Proteins	   	  	   Glucose	   	  	  
	  	  
3. Analyse du sédiment : 
Eléments	  
comptés	   Champ	  1	   Champ	  2	   Champ	  3	   Champ	  4	   Champ	  5	   Champ	  6	   Champ	  7	   Champ	  8	   Champ	  9	   Champ10	  
Cristaux	  (x100)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Hématie	  (x400)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Leucocytes	  
(x400)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Cylindres	  (x100)	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Bactérie	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Spermatozoïdes	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
 
 
Conclusions analyse cytologique / Commentaires : 
………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………… 
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……………………………………………………………………………………………………………
… 
 
4. Eppendorf classique® EP PROCON X J0 
- RPCU initial 
Protéinurie (mg/L) :………………………………  RPCU : 
Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
- SDS-AGE initiale: Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
5. Eppendorf Protein Lobind® EP PROCON X J0 
- RPCU initial 
Protéinurie (mg/L) :………………………………  RPCU : 
Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
- SDS-AGE initiale Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
6. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
	  
	  
	  
Analyses	  à	  J0	  +	  15	  jours	  :	  
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
2. Eppendorf classique® EP PROCON X J15 
- RPCU  
Protéinurie (mg/L) :………………………………  RPCU : 
Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
- SDS-AGE Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
3. Eppendorf Protein Lobind® EP PROCON X J15 
- RPCU  
Protéinurie (mg/L) :………………………………  RPCU : 
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Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
- SDS-AGE Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
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ANNEXE 5 : Feuile analytique étude principale 
	  
 
Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée1 
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques2 
ENVT,	  23	  Chemin	  des	  Capeles,	  BP	  87614	  
31076	  Toulouse	  Cedex	  3,	  France	  
1	  (	  :	  +33	  561	  193	  831;	  	  mail	  c.trumel@envt.fr	  
2	  (	  :	  +33	  561	  192	  319	  :	  mail	  r.lavoue@envt.fr	  
 
FICHE 
ANALYTIQUE 
 
Etude visant à préciser l’influence du tube et de la durée de conservation dans la modification du profil 
électrophorétique des protéines urinaires identifiée sur urines conservées à -20°C par électrophorèse sur gel 
d’agarose sodium sulfate dodécyl (SDS-AGE) chez le chien protéinurique 
 
Numéro d’Identification pour l’Etude : 
………………………………………………………………………………………………………… 
Informations relatives au prélèvement : 
1. Volume total d’urine disponible :..…………………………………………………………… 
2. Date et Heure de prélèvement des urines :……………………………………………………. 
3. Heure de dépôt des urines au laboratoire : ……………………………….…………………. 
4. Intervale < 2 heures respecté? 
£ Oui      £ Non 
Echantilonnage des urines : 
1. Heure de préparation des papiers absorbants : ………………………………………………. 
2. Heure de centrifugation :……………………………………………………………………… 
3. Heure de rangement à -20°C :……….……………………….......................... 
 
4. Remarques / difficultés : 
…………………………………………………………………………………………………
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…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
……………… 
Analyses immédiates : 
1. Densité urinaire : ……………………………………………………………………… 
2. Bandelete urinaire : 
pH :     Densité :     
Leucocytes  Sang  
Nitrites  Cétones  
Urobilinogène  Bilirubine  
Proteins  Glucose  
 
3. Analyse du sédiment : 
Eléments 
comptés Champ 1 Champ 2 Champ 3 Champ 4 Champ 5 Champ 6 Champ 7 Champ 8 Champ 9 Champ10 
Cristaux (x100)           
Hématie (x400)           
Leucocytes 
(x400)           
Cylindres 
(x100)           
Bactéries           
Spermatozoïdes           
 
Conclusions analyse cytologique / Commentaires : 
……………………………………………………………………………………………………………
…. 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
… 
 
 
RPCU initial : 
 
RPCU : 
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Protéinurie (mg/L) :………………………………   
Créatinémie (mg/L) :……………………………. 
4. SDS-AGE initiales 
a. PROCON X J0 TA, PROCON X J0 P 
 Photocopie couleur à coler ou agrafer à la fiche analytique 
5. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………… 
 
Analyses à J0 + 1 jours (PROCON X J1 -20): 
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
 
2. RPCU: 
 
3. SDS-AGE : Photocopies couleurs à coler ou agrafer à la fiche analytique 
 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
…… 
……………………………………………………………………………………………………………
… 
 
 
Analyses à J0 + 2 jours (PROCON X J2 -20): 
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
 
2. RPCU: 
 
3. SDS-AGE : Photocopies couleurs à coler ou agrafer à la fiche analytique 
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4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……… 
 
 
Analyses à J0 + 5 jours (PROCON X J5 -20): 
1. Date et heure d’analyse : …………………………………………………………………….. 
 
2. RPCU: 
 
3. SDS-AGE : Photocopies couleurs à coler ou agrafer à la fiche analytique 
 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
…… 
 
Analyses à J0 + 15 jours : 
1. Date et heure d’analyse : 
…………………………………………………………………………….. 
 
2. RPCU: 
 
3. SDS-AGE : Photocopies couleurs à coler ou agrafer à la fiche analytique 
 
4. Remarques / Difficultés : 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……… 
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ANNEXE 6 : Tableau récapitulatif des résultats de l’étude préliminaire 
 
numéro	  
d'étude	  
numéro	  de	  
dossier	  
âge	   sexe	   motif	  de	  consultation	  
bandelette	   RPCU	  initial	  
Protéinurie	  
initiale	  (mg/dL)	  
Creatininurie	  
initiale	  (mg/dL)	  	  
profil	  
initial	  pH	   DU	  
CONG1	   T14-­‐1697	   7,5	  ans	   F	   suivi	  myélome	  multiple	   6	   1,025	   1,15	   1780	   1550	   P	  
CONG2	   T14-­‐3266	   1	  an	   M	   Leptospirose	   7	   1,014	   3,67	   1190	   324	   T	  
CONG3	   T08-­‐3542	   5	  ans	   M	   Leishmaniose	   6	   1,018	   1,13	   704,1	   621,9	   P	  
CONG4	   T14-­‐3409	   6	  ans	   M	   MRC	   8	   1,022	   2,1	   3162	   1505	   G	  
EPPROC
ON	  1	   T14-­‐6071	   6	  ans	   M	   suivi	  leptospirose	   6	   1,012	   8,06	   3835	   475,5	   M	  
EPPROC
ON	  2	   T05-­‐3785	   16	  ans	   FS	   suivi	  MRC	   6	   1,03	   2,18	   4806	   2203	   G	  
EPPROC
ON	  3	   T05-­‐4258	   13	  ans	  	   FS	  
suivi	  hypercorticisme	  et	  
MRC	   5	   1,02	   6,7	   3882	   575,9	   G	  
EPPROC
ON	  4	  	  	   T07-­‐2261	   12	  ans	   M	   suivi	  hypercorticisme	   6	   1,028	   1,3	   1976	   1432	   G	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ANNEXE 7 : Tableau récapitulatif des résultats de l’étude principale 
numéro 
d'étude 
Âge (annés) 
Sexe 
motif de consultation 
bandelette 
RPCU initial 
Protéinurie 
initiale 
(en mg/dL) 
Creatinurie 
initiale 
(en mg/dL) 
profil initial 
Modifications par 
rapport à J0 
pH DU J1 J2 J5 J 15 
procon 2 14 F 
chimiothérapie 
carcinome des glandes 
apocrines des sacs 
anaux 
5 1,024 2 1789 891 G 0 1 1 1 
procon 4 8 FS suivi de glomérulopathie 6 1,022 2,04 2563 1258 G 0 1 1 1 
procon 5 15 F hypertension artériele 7 1,014 1,91 1083 567 G 0 0 1 1 
procon 6 13 FS suivi hypercorticisme 6 1,026 4,1 2991 723,9 M 1 1 1 1 
procon 8 3 FS suivi MRC 5 1,012 1,41 1734 1226 T 0 0 0 0 
procon 
11 3,5 FS suivi glomérulopathie 5 1,011 6,5 2560 393 G 1 1 1 1 
procon 
12 7  M 
suspicion 
hypercorticisme 6 1,02 1,1 690,7 625,1 P 0 0 0 0 
procon 
13 8,5 M dilatation estomac 6 1,03 0,7 784,9 1118 P 0 0 0 0 
procon 
14 15 MC 
suspicion 
hypercorticisme 7 1,024 0,5 709,7 1410 P 0 0 0 0 
procon 
15 12  F suivi hypercorticisme 8 1,02 8,55 2837 331,8 M 1 1 1 1 
procon 
16 5  F suivi hépatopathie 8 1,024 4,27 2821 660 G 1 1 1 1 
procon 
17 12  FS Pyomètre 8 1,008 0,54 208,9 347,7 P 0 0 0 0 
procon 
19 12  MC suivi MRC 7 1,025 3,16 2536 802,7 G 0 0 0 0 
procon 
20 7  M 
amaigrissement et 
apathie depuis de 2 
semaines 
6 1,022 2 2748 1377 M 0 0 0 0 
procon 
21 3  F IRA 5 1,005 1,1 385,9 347,6 T 0 0 0 0 
procon 
22 3  F rappel vaccination 5 1,035 0,62 1187 2057 G 0 0 0 0 
procon 
23 0.5 M 
ostéodystrophie et pic 
de fièvre 7 1,018 0,53 580 306,9 T 0 0 0 0 
procon 
24 13  M anémie hémolytique 7 1,008 3,93 732,8 186,5 T 0 0 0 0 
procon 
25 12  FS IRA 7 1,022 1,11 1211 1089 M 0 0 0 0 
procon 
26 15 FS syndrome vestibulaire 7 1,031 1,04 1108 1064 G 0 0 0 1 
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Titre :  Etude  prospective secondaire  visant  à  préciser l’influence  de la température  de 
conservation des urines sur le profil électrophorétique des protéines urinaires sur gel d’agarose 
chez le chien protéinurique 
 
Résumé : Une étude sur les  variations  préanalytiques  des électrophorèses  des  protéines  urinaires  de 
chien a mis en évidence une modification des profils après conservation des spécimens urinaires à -
20°C pour une durée de 15j. Ces modifications  n'ont pas été visualisées lors de conservation à T°C 
ambiante, à  4°  ou à -80°C. L'objectif  de cete étude  prospective est de  préciser après  quel  délai  de 
congélation à -20°C ces modifications apparaissaient et si la nature du tube les influence. Vingt chiens 
protéinuriques ont été inclus.  Après examen  urinaire complet,  un  RPCU et  une électrophorèse  des 
protéines urinaires sur gel d’agarose ont été obtenus. L'urine a ensuite été répartie dans différents tubes 
(Eppendorf® classique,  Eppendorf® Protein  LoBind et Nunc Cryotube®) et les spécimens  ont été 
congelés à -20°C.  Les électrophorèses  ont été réitérées après 1,  2,  5 et 15jours. Les  mêmes 
modifications ont été retrouvées quelques soit le tube utilisé. Quatre profils sont modifiés dès J1 ; deux 
profils supplémentaires sont modifiés dès J2, un et un profil dès J5 et J15, respectivement. L'apparition 
des modifications est significativement associée à la protéinurie, ainsi qu'à la classification initiale du 
type de profil. La congélation à -20°C des urines est déconseilée quelle que soit sa durée, pour une 
interprétation fiable des profils électrophorétiques des protéines urinaires de chiens. 
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Title: Prospective study  on the influence  of storage temperature  on  urine  proteins 
electrophoretic profiles obtained on agarose gel from proteinuric dogs 
 
Abstract: A recent study on preanalytical variations of canine UPCR and urine proteins electrophoresis 
showed that  qualitative  modifications  of electrophoretic  paterns  were  visible  when  urine specimen 
were stored for 15 days at -20°C, while they remained unchanged when stored at room temperature, 
4°C or -80°C. The objectives of this prospective study were to assess the minimal duration of storage 
at -20°C before the apparition of these modifications, as wel as to evaluate the influence of the tube 
used for storage. Twenty proteinuric dogs were included after complete urinalysis. Initial UPCR and 
urine proteins electrophoretic migration on agarose gel were recorded. Urine specimens were aliquoted 
into  different tubes (Eppendorf® classique,  Eppendorf®  Protein  LoBind and  Nunc Cryotube) that 
were stored at -20°C.  Urine  proteins electrophoresis  were  performed after  1,  2,  5 and  15  days  of 
storage and compared to the initial profile. Four, 2, 1 and 1 profiles were modified as soon as 1, 2, 5 
and  15  days  of storage and thereafter, respectively.  Apparition  of  modifications  was significantly 
associated with proteinuria and initial classification of electrophoretic paterns. Storage at -20°C is not 
recommended, whatever its duration, for a beter interpretation of canine urine proteins electrophoretic 
profiles.  
KEY  WORDS: DOG;  PROSPECTIVE  STUDY; PROTEINURIA;  UPCR;  URINE  PROTEINS 
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